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Einleitung.

Der farberische Nachweis der Tuberkelbacillen in den Ausscheidungen
des Rindes hat eine erhshte Bedeutung erlangt, seitdem die Bekimpfung
der Rindertuberkulose durch das neue Viehseuchengesetz, das am
1. V. 1912 in Kraft getreten ist, einheitlich fiir das Deutsche Reich
geregelt worden ist.
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Nach dem Gesetz ist die Tuberkulose beim Rinde erst dann als
festgestellt anzusehen, wenn neben den klinisch nachweisbaren tuberku-
loseverddchtigen Krankheitserscheinungen die Tuberkelbacillen in den
Ausscheidungen aus den erkrankten Organen ermittelt sind. Das
Gesetz beriicksichtigt also nur die mit der Ausscheidung der Tuberkel-
bacillen verbundenen, d. h. die offenen Formen der Tuberkulose, von
denen beim Rinde die Tuberkulose der Lungen, der Gebarmutter und
des Euters die gréBte Bedeutung haben.

Der Nachweis der Tuberkelbacillen geschieht im allgemeinen durch
die Farbung nach dem Ziehl-Neelsenschen Verfahren. Es hat sich
aber bei den Untersuchungen am menschlichen Material ergeben, daB
damit zuweilen weniger Tuberkelbacillen gefunden werden als bei der
Fiarbung nach anderen Methoden.

Der Zweck dieser Arbeit ist, zuniichst zu priifen, ob diese Beobach-
tung auch fiir die Rindertuberkelbacillen zutrifft, und dann ob nicht
eine andere Firbemethode mehr Tuberkelbacillen nachzuweisen imstande
ist. Von dieser Firbemethode ist zu fordern, daB sie in ihren Fest-
stellungen die gleiche Sicherheit und Zuverlassigkeit hat wie die Ziehl-
Neelsensche Methode. Die Diagnose ,, Tuberkelbacillen‘ mufl beson-
ders deswegen einwandfrei feststehen, weil nach dem Gesetz die als
tuberkuls festgestellten Rinder getétet werden. Fehldiagnosen wiirden
wegen der Totung nicht tuberkuloser Rinder einen erheblichen Scha-
den fiir den Besitzer und die Volkswirtschaft bedeuten.

Die Moglichkeit, mehr Tuberkelbacillen als durch die Ziehl-
Neelsensche Farbung nachzuweisen, hat eine mehrfache Bedeutung.
Zunichst kann durch den mikroskopischen Nachweis der Tuberkel-
bacillen die Diagnose sofort gestellt werden, ohne daB der kost-
spielige Tierversuch mit seiner langen Zeitdauer (4—10 Wochen) an-
gewandt zu werden braucht. Es werden also Zeit und Kosten erspart.
Die gréBere Bedeutung liegt aber auf seuchenpolizeilichem Gebiete,
denn das Rind wird bei schleuniger Ausmerzung nach der Feststellung
der Tuberkulose als Seuchenverbreiter unschiadlich gemacht. Ist die
tuberkulése Erkrankung auBerdem mit fortschreitender Abmagerung
verbunden, so wird bei der sofortigen Feststellung der Seuche die
Verwertung des getioteten Tieres erheblich giinstiger sein als bei der
Feststellung nach Verlauf eines oder mehrerer Monate. Die beschleu-
nigte Feststellung der Seuche liegt also auch im volkswirtschaftlichen
Interesse.

Uber die Firbung der Tuberkelbacillen des Menschen sind zahl-
reiche Abhandlungen veréffentlicht worden (Amann, B6hm, Berka,
Czaplewski, Caan, Dordt, Frei, B.Frinkel, H.Kayser,
R.Koch, Konrich, Kiihne, Leichtweiss, H. Lipp, Marx, Pap-
penheim, L.und M. Weiss, Wehrli-Knoll u. a.). Fiir das Rind sind
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diese Priifungen an den Ausscheidungsstoffen in geringerer Zahl erfolgt
(v. Betegh, Eisenberg, C.Spengler), wihrend die Mehrzahl der
Autoren sich auf den Nachweis der Tuberkelbacillen im tuberkulds ver-
anderten Gewebe und auf Reinkulturmaterial beschrinkt (R. Koch,
Adam, Berger, Bittrolf und Momose, Dold, Levy, Rosenblat).

Ich habe es daher unternommen, die bekanntesten Farbemethoden
einer vergleichenden Priifung an den Ausscheidungen des tuberkuldsen
Rindes zu unterziehen. Da das Institut amtliche Untersuchungsstelle
bei der Bekimpfung der Rindertuberkulose ist, steht das Unter-
suchungsmaterial im reichen Mafle zur Verfiigung.

Material und Technik.

Zur Untersuchung kamen Lungenauswurf (Reihe 1—8 der Tabelle),
Gebarmutterausflu (Reihe 9 und 10) und Milch (Reihe 11—15) von
Rindern mit Tuberkulose dieser Organe. FErginzend wurde Material
aus den tuberkulds verinderten Lymphknoten vom Meerschweinchen
(Reihe 16—20) herangezogen. Im ganzen wurden 20 verschiedene
Reihen von Ausstrichen fiir die Priifungen verwendet.

Der Lungenauswurf war nach dem von Scharr und Opalka an-
gegebenen Verfahren unmittelbar aus der Luftréhre mittels Seiden-
biischels (Scharr) entnommen, der an einem langen Draht durch eine
Luftrohrenkaniile von besonderer Konstruktion eingefiihrt wird. Der
Auswurf war flockig und eitrig. Die Milch aus den tuberkulds erkrank-
ten Eutern war bereits flockig und eitrig verandert, der Gebdrmutter-
ausflufl zdhschleimig, glasig und mit Eiterflsckchen durchmischt. Die
tuberkulése Infektion der Meerschweinchen war durch Lungenauswurf-
material des Rindes hervorgerufen. Nur die kisig verinderten Teile
der Meerschweinchenlymphknoten wurden untersucht.

Zur Herstellung der Ausstriche jeder Versuchsreihe konnte bei
Milch und Gebdrmutterausflu das Material ein und derselben Probe
verwandt werden. Beim Lungenauswurf und bei dem Material aus den
Lymphknoten der Meerschweinchen wurden dagegen mehrere Proben
fir jede Versuchsreihe gebraucht, weil jede Probe nur 10—20 Aus-
strichpraparate lieferte.

Um nach Méglichkeit Fehlerquellen auszuschlieBen, die jedem Aus-
strichverfahren infolge der wechselnden Verteilung der Tuberkelbacillen
anhaften, wurde nur solches Material ausgewshlt, das sich in zahl-
reichen Vorprifungen als gleich tuberkelbacillenhaltig erwies und in
dem die Tuberkelbacillen etwa gleich verteilt waren. Es wurde ferner
nur Material mit geringem Tuberkelbacillengehalt verwendet. Das stark
tuberkelbacillenhaltige Material muBte nach anfinglichen Versuchen
ausgeschlossen werden, weil sich hieran nur feststellen lift, ob ein
Fdrbeverfahren viel oder wenig Tuberkelbacillen sichtbar macht.
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Geringgradige Unterschiede im Wert der einzelnen Methoden lassen
sich dagegen an diesem Material nicht ermitteln.

Die Ausstriche sind auf Objekttragern moglichst diinn, gleichmiBig
und durchsichtig hergestellt worden, wodurch eine einwandfreie Fir-
bung und gleichmiBige Entfirbung des Priparats gewihrleistet ist.
Das Material wurde mit dem Spatel auf Objekttrigern verteilt oder,
wo es sich um zihen Schleim und dicken Eiter handelte, zwischen zwei
Objekttrigern gequetscht und ausgezogen.

Als VergleichsmafBstab fiir die Auszidhlung der Tuberkelbacillen in
jedem Priparat wurden 150 Gesichtsfelder angenommen. -Die Besich-
tigung erfolgte mit dem Zeiss-Mikroskop Stativ I B bei Verwendung
der Olimmersion 1,8 mm n. A. 1,3 und Okular 2 bei etwa 500facher
VergroBerung.

Folgende Farbemethoden wurden der Reihe nach gepriift: A. Ziehl-
Neelsen; B. Koch-Ehrlich; C. Hermann; D. C.Spengler;
E. Gasis (A und B); F. von Betegh; G. Muchsche Grammethoden.

Die Zahlenergebnisse sind in einer Tabelle am SchluB der Arbeit
zusammengestellt. Bei den einzelnen Farbemethoden wurden auBer-
dem die wichtigsten Abénderungen beriicksichtigt, die zur Verbesserung
der Methode vorgeschlagen waren. Besonders eingehend wurde die
Ziehl-Neelsensche Methode gepriift, da dieses Firbeverfahren sehr
einfach und zuverlissig und fiir den Nachweis der offenen Rinder-
tuberkulose vorgeschrieben ist, so dafl es zugunsten anderer Methoden
nicht ohne zwingenden Grund aufzugeben sein wird.

Die Firbemethoden.
A. Farbemethode nach Ziehl-Neelsen.
I. Originalmethode.

Farbung mit Carbolfuchsinlésung (Fuchsin 1,0; Alkohol 10,0; Car-
bolsiure 5,0; Aqua destillata 84,5) unter Erwirmen bis zur Dampf-
bildung, abspiilen, entfirben in 25 proz. Schwefelsdure?) und in 60 proz.
Alkohol') so lange, bis das Priparat ganz entfirbt ist oder nur noch
einen rosaroten Anflug hat, Methylenblaulésung 15—30 Sekunden,
abspiilen, trocknen.

Von wesentlicher Bedeutung fiir das Gelingen der Farbung ist die
Beschaffenheit der Carbolfuchsinlosung, deren Bereitung besondere
Aufmerksamkeit zu schenken ist. Die Losung wird folgendermaBen
hergestellt: Die Fuchsinkrystalle (Diamantfuchsin [Pappenheim],
nicht Fuchsin-S) werden in einer groBen Reibschale fein gepulvert
und mit Alkohol zusammen unter allmihlichem Zusatz der Carbol-

1) Die Entfarpung geschah regelmiBig durch Eintauchen des Objekttrigers
in die Entfirbungslosung (Siure, Alkohol usw.).
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sdure und etwas Wasser mit dem Pistill bis zur vollstindigen Lésung
verrieben. Nach dem Zusatz der ganzen Wassermenge diirfen beim
AusgieBen keine ungelosten Fuchsinkrystalle in der Reibschale zuriick-
bleiben. Die sorgfaltig unter stindigem Verreiben des Bodensatzes
bereitete Carbolfuchsinlésung erscheint auch in dicker Schicht bei
durchfallendem Lichte gleichmafBig klar und setzt beim Stehen keinen
Bodensatz ab. Die Farblosung wird unfiltriert durch Abheben mit der
Biirette auf den Objekttriger aufgetragen.

Die Tuberkelbacillen erscheinen nach dieser Farbung als kriftig
leuchtend rot gefirbte Stabchen, die sich bei der Nachfirbung mit
Methylenblau auf dem blauen Grunde deutlich abheben. Die Tuberkel-
bacillen des Rindes sind verschieden geformt. Die verschiedensten
Formen finden sich besonders im Lungenauswurf tuberkuléser Rinder,
in dem sie entweder als homogen gefirbte und scharf berandete oder
lickenhaft gefarbte Stabchen mit entsprechend unregelmiffigem Rande
(Perlschnurform) sichtbar sind. Ihre Form ist entweder schlank, fein
und meist leicht gekriimmt oder kurz und verhiltnism#fBig dick und
gerade. Das Einzelstibchen ist in der ganzen Lange im wesentlichen
gleich breit, seine Enden sind abgerundet. Zuweilen werden auch lange,
sehr kriftige, meist etwas gekritmmte Stibchen mit deutlich runden
Enden beobachtet. Messungen sind im vorliegenden Falle nicht an-
gestellt worden.

Die Zahl der nach Ziehl-Neelsen darstellbaren Tuberkelbacillen
entspricht bei weitem nicht der tatsichlich vorhandenen Menge (Boit,
Jotten und Haarmann, Porges, Leichtweiss, Ingwersen,
Krouberger). Meine eigenen Untersuchungen haben diese Fest-
stellung insofern bestétigt, als durch Abinderung der Originalmethode
bessere Ergebnisse erhalten werden. In erster Linie konnte durch eine
gewisse Vorsicht und Schonung bei der Ausfithrung der Firbung und
Entfarbung die Zahl der mit dieser Methode darzustellenden Tuberkel-
bacillen wesentlich erhht werden. Zur Erreichung dieses Zieles ist
demnach bei den folgenden Untersuchungen das Farbeverfahren, wie
folgt, abgeindert worden:

Nur einmaliges Erwiarmen der Farblosung bis zur Dampfbildung
und 4—5 Minuten langes Einwirkenlassen der Farblosung, nur kurzes
Eintauchen des Priparates in 10 proz. Schwefelsiurelésung.

II. Abinderung der Farblosung.

a) Verstirkung der Carbolfuchsinlésung nach Malowan:

Zur Firbung Mischung von 3 Teilen Carbolfuchsinlésung und 1 Teil
Anilinschwarzlésung (Anilinschwarz 1,0; Alkohol 5,0; Carbolsgure 1,0;
Aqua destillata, 20,0) erhitzen zum Sieden, Entfirbung und Nachfér-
bung wie bei der Originalmethode. (Ob ein besonderes Fabrikat fiir
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die Firbung zu verwerten ist, ist nicht angegeben; ich habe das
Anilinschwarz in Pulverform der Firma Kahlbaum verwandt.)

Die Tuberkelbacillen erscheinen nach dieser Farbung gleichmifig
dunkelrot bis schwarzrot gefirbt und ohne Strukturzeichnung. Die
Zahl der sichtbar gemachten Tuberkelbacillen war weit groBer als nach
der Ziehl-Originalmethode. Die Unterscheidung der Tuberkelbacillen
von den siurefesten Saprophyten, die schon bei der einfachen Farbung
nach Ziehl-Neelsen schwer ist, scheint jedoch beinahe unmdglich,
da die differentialdiagnostisch sehr wichtige Strukturzeichnung der
Tuberkelbacillen ausbleibt.

b) Ersatz des Fuchsins durch andere Farbstoffe.

Griinfarbung durch Carbolmethylgrin (Ziehl) und Carbol-Bind-
scheidlers Griin (Eisenberg), sowie Gelbfirbung mit Carbolsafranin
(Eisenberg). Die Tuberkelbacillen erscheinen bei den Griinmethoden
leuchtend griin auf rosarotem Grunde bei Eosinnachfsirbung. Die Zahl
der Tuberkelbacillen war jedoch bei meinen Versuchen so gering, daf}
diese Methoden keine praktische Bedeutung fiir die klinische Diagnostik
haben.

Auch mit der Gelbmethode lieBen sich bessere Ergebnisse nicht
erzielen, da die Zahl der darstellbaren Tuberkelbacillen im Vergleich
zur Ziehlmethode zu gering ist.

ITT. Abénderung der Beizung.

a) Ersatz der Carbolbeizung durch Kreosot nach Ogawa.

Die von Ogawa mitgeteilte gute Wirkung des Kreosots in einem
Zusatz von 19, zur Fuchsinlésung war zu bestitigen, jedoch wurden
nicht mehr Tuberkelbacillen sichtbar gemacht. Da das Kreosot auBer-
dem sehr teuer ist, liegt keine Veranlassung vor, die Carbolsiure
durch Kreosot zu ersetzen.

b) Verstarkung der Carbolbeizung:

1. Verstirkung durch Lugolsche Losung (Ph. Eisenberg). Far-
bung mit Carbolfuchsin unter Erhitzen, zur Beizung mit Lugolscher
Losung erwirmen und die Losung 2—3 Minuten einwirken lassen,
Entfarbung wie gewohnlich, keine Nachfirbung.

Nach Eisenberg erscheinen die Tuberkelbacillen damit starker rot
gefarbt, wobei oft eine Differenzierung des Zellinhalts beobachtet und
ferner mehr Tuberkelbacillen dargestellt werden sollen.

Diese Angaben konnten unter der Voraussetzung bestitigt werden,
daB die Einwirkungsdauer der Lugolschen Losung auf 5—10 Sekunden
abgekiirzt und vorsichtig bis zur leichten Dampfbildung erhitzt wird.
Die Tuberkelbacillen heben sich als rotviolett und dunkelviolett ge-
farbte Stibchen von dem blaBvioletten Grunde ab. Die Zahl der so
sichtbar gemachten und als Tuberkelbacillen angesprochenen Stabchen
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iibertraf die der Originalmethode vonﬁf Ziehl-Neelsen bei weitem.
Infolge der Dunkelfirbung ist es jedoch schwer und haufig unméglich,
mit Sicherheit die Tuberkelbacillen als solche zu erkennen, da sich auch
andere Stabchen rotviolett und dunkelrot firben. Da die Kérnchen-
zeichnung als wesentliches Unterscheidungsmerkmal nicht immer nach-
zuweisen ist, so kann es leicht vorkommen, dafl auch andere Stiab-
chen als Tuberkelbacillen angesprochen werden. Es erscheint deshalb
gewagt, auf Grund eines spirlichen Bacillenbefundes die Diagnose
Tuberkelbacillen mit dieser Methode zu stellen.

2. Verstiarkung durch Jodtinktur nach Porges.

Farbung mit Carbolfuchsin unter Erwirmen, Jodtinktur 109, ohne
Nachfarbung. '

Nach Porges fiarben sich die Tuberkelbacillen rot, ihre Granula
schwarz, das Gewebe gelb. Porges berichtet, damit bei menschlichem
Material in 259, der Fille héufiger Tuberkelbacillen nachgewiesen zu
haben als durch die einfache Ziehlfirbung. Lipp bestitigt diese An-
gaben im wesentlichen, hat aber nur in 109, der Falle haufiger als nach
Zieh] Tuberkelbacillen nachgewiesen. Nach meinen Ergebnissen ist
diese Abinderung als Fortschritt zu bezeichnen, da die Zahl der dar-
gestellten Tuberkelbacillen gréBer war. Als stérend wurden jedoch die
Jodflecken empfunden, die trotz der Filtration und des Abspiilens mit
kraftigem Wasserstrahl nicht zu vermeiden waren.

3. Verstirkung durch Chromsiure nach Eisenberg.

Farbung mit wisseriger Chromsiureldsung nach der Carbolfuchsin-
firbung und 5 Minuten lang einwirken lassen, keine Nachfirbung.

Die Tuberkelbacillen sollen mit dieser Doppelbeizung dunkelviolett,
der Untergrund mit Ausnahme der Hefezellen dagegen hellrot er-
scheinen.

Die Fiarbung gelang mir nur bei 5 Sekunden langer Anwendung
der Chromsiurelgsung. Nach lingerer Einwirkung waren die Aus-
striche so stark iiberfirbt, daB eine Entfirbung nicht mehr méglich
war. ZahlenmiBig waren die Ergebnisse unbefriedigend, sie blieben
hinter denen der Ziehlschen Originalmethode zuriick.

4. Verstirkung durch Pikrinsiure nach Claudius- Eisenberg.

Zur Farbung gesittigte wisserige Pikrinsiurelosung heiff 2—3 Mi-
nuten lang nach der Carbolfuchsinlésung einwirken lassen, ohne Nach-
firbung.

Die Tuberkelbacillen treten mit dieser Farbung kraftig rot auf dem
blassen Grunde hervor. Es empfiehlt sich jedoch, die Einwirkungs-
dauer der Pikrinsidure auf 10 Sekunden herabzusetzen, um das Priparat
einigermaBen gleichmiBig entfirben zu kénnen. Bei lingerer Einwir-
kung wirkt die Beize so stark, daB trotz lingerer Dauer eine gleich-
maBige Entfirbung nicht gelingt.
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Nach meinen Versuchen ist diese Ab#nderung nicht einmal der
Ziehlschen Originalmethode gleichzustellen.

IV. Abénderung der Temperatur der Farblosung.

a) Kaltfirbung.

Die Kaltfarbung bis zur Dauer von 24 Stunden — wie sie urspriinglich
angewendet wurde, bis Rindfleisch die Erhitzung der Farblosungen
einfithrte — hat bei meinen Versuchen nicht annihernd die giinstigen
Ergebnisse in bezug auf die Zahl und die Form der Tuberkelbacillén
geliefert. Die Zahl der Bacillen war erheblich kleiner. Ein Unterschied
in der Form der mit heifler Losung bei kurzer Einwirkung und der
kalt gefarbten Tuberkelbacillen war auch deutlich sichtbar. Nach der
Kaltfarbung waren die Tuberkelbacillen schlank, fein und hatten oft
unregelméfige Rander, wahrend die Tuberkelbacillen nach der HeiB3-
farbung allgemein kriftiger entwickelt erschienen und meist glattrandig
waren.

b) Warmfiarbung ohne Aufkochen der Farbl6sung.

Es hat sich vielfach der Brauch eingestellt, die Ausstrichpraparate
bis zum Aufkochen der Farblosung zu erhitzen — ein Verfahren, das
auch vom Reichsviehseuchengesetz fiir die Farbung der Tuberkel-
bacillen bei der Bekimpfung der Rindertuberkulose vorgeschrieben
wird —, anstatt die Farblosung entsprechend der Originalvorschrift
nur bis zur Dampfbildung zu erwirmen. Cornet und Kossel, sowie
Fitschen weisen auf die nachteiligen Folgen des Aufkochens der
Farblosung fiir das Gelingen der Fiarbung hin. Die Nachteile bestehen
zunichst in den vielfach auftretenden Schrumpfformen der Tuberkel-
bacillen, dann aber werden auch weniger Tuberkelbacillen sichtbar.
Demgegeniiber werden beim Erwirmen nur bis zur Dampfbildung
nicht nur mehr Tuberkelbacillen sichtbar, ihre Form tritt auch kraf-
tiger und deutlicher hervor, und Schrumpfformen fehlen. Zur Scho-
nung der Tuberkelbacillen empfiehlt daher C.Spengler fir seine
Firbemethoden, das Carbolfuchsin nur gelinde und so weit zu erwérmen,
bis iiber dem aus der Flamme herausgefiithrten Praparat leichte Dampfe
aufsteigen.

Ich konnte diese Beobachtungen vollauf bestitigen. Die besten
Ergebnisse wurden bei dem im hiesigen Institut téglich zur Unter-
suchung eingehenden Auswurfmaterial nach 4 bis spitestens 5 Minuten
langer Einwirkung der bis zur Dampfbildung erwirmten Carbolfuchsin-
16sung erzielt.

V. Abanderung der Entfirbung.

a) Abanderung der Saureentfirbung.
Fir die getrennte Entfirbung mit Siure und Alkohol wurde von
Ziehl-Neelsen die Schwefelsiure, von anderen Untersuchern (Berka,
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Brieger, Ehrlich) die Salpetersiure empfohlen. Die Beobachtung
Berkas, dafl bei der Entfirbung mit der Salpetersiure um so mehr
Tuberkelbacillen sichtbar sind, je stirker die Saure verdiinnt werde,
konnte ich nach meinen Ergebnissen insofern bestitigen, als bei der
Anwendung einer 5proz. Salpetersiurelosung mehr Tuberkelbacillen
darzustellen waren als mit der 10 proz. Lésung. Die Versuche mit der
Schwefelsiure fielen gerade entgegengesetzt aus. Der Grund ist an-
scheinend darin zu suchen, daf die Schwefelsdure in 5 proz. Losung das
Praparat in den dickeren Schichten nicht geniigend entfirbt, so daB
Teile des Priparates fiir die- Auszéhlung der Tuberkelbacillen ausfielen,
wahrend bei der 10proz. Lésung die Entfarbung vollstindig ist.

Ein Vergleich beider Sauren in ihrem Verhalten gegeniiber den
Tuberkelbacillen fiel bei weitem zugunsten der Schwefelsdure aus. Die
mit der 10proz. Schwefelsiure erzielten Ergebnisse waren weit besser
als die mit der 5proz. Salpetersiure erzielten. Fiir die Untersuchung
auf Rindertuberkelbacillen ist daher der Schwefelsdure unbedingt der
Vorzug zu geben.

b) Die Abinderung der Alkoholentfirbung.

Die Anwendung des 60-volumprozentigen Brennspiritus ist der
Entfarbungskraft des reinen Alkohols in der gleichen Stirke ebenbiirtig.
Nachteile waren damit nicht zu beobachten. Infolgedessen wird der
Brennspiritus im hiesigen Institut bei den laufenden Untersuchungen
der Ausscheidungen tuberkuloseverdachtiger Rinder auf Tuberkel-
bacillen seit {iber Jahresfrist angewandt.

¢) Einzeitige Sdure- Alkoholentfirbung.

Die von den verschiedenen Autoren empfohlene einzeitige Siure-
Alkoholentfirbung (Salpetersaure-Alkohol nach Rindfleisch, Salz-
saure-Alkohol nach Giinther und Orth) fand ich der zweizeitigen
Sdurealkoholentfirbung nicht gleichwertig. Die Zahl der Tuberkel-
bacillen war wesentlich geringer.

d) Besondere Entfiarbungsmethoden.

1. Entfirbung mit gesittigter wisseriger Eisenchloridlésung nach
de Giacomi- Gottstein.

Eisenberg empfiehlt diese Methode als ein mit Unrecht vernach-
lassigtes Verfahren. Nach meinen Versuchen war die Wirkung der
Lésung bei Einwirkung von 1 Minute auf diinne Ausstriche gut. Die
Tuberkelbacillen hoben sich kriiftig rot aus der Umgebung heraus.

Bei lingerer Einwirkung machte sich jedoch ein schidigender Ein-
fluB des Eisenchlorids auf die Tuberkelbacillen insoweit bemerkbar, als
deren Zahl erheblich abnahm. Da eine vollstindige Entfirbung des
Ausstrichpriparates in seinen dichteren Abschnitten in der kurzen Zeit
einer Minute nicht erzielt wird, ist die Eisenchloridlésung fiir Auswurf-
material nicht geeignet. Die von Eisenberg gleichfalls empfohlene



Entfirbung -mit 40 proz. Formalin ergab bei meinen Versuchen nur
bescheidene Ergebnisse.

2. Entfirbung mit Fluoresceinalkohol nach E. Czaplewski.

Farbung mit Carbolfuchsin unter Erwirmen, Farbstoff abgieBen
(nicht abspiilen!), eintauchen in die Fluoresceinlésung 6--10mal
hintereinander (gelbes Fluorescein, Griibler-Leipzig, 1g in 100 ccm
Alkohol gelost, 1—2 Tage lang stehen lassen, vom Bodensatz abgieBen
und Methylenblau 5,0 zusetzen, schiitteln, 1 Tag stehen lassen und vom
Bodensatz abgieBen), eintauchen in die alkoholische Methylenblau-
16sung 10—12mal hintereinander (5proz. alkoholische Methylenblau-
16sung, zum Gebrauch vom Bodensatz abheben oder abgieBen, nétigen-
falls filtrieren), abspiilen. Bei ungeniigender Entfirbung sind Ent-
farbung und Gegenfirbung zu wiederholen.

Czaplewski hat das Fluorescein als milderes Entfirbungsmittel
empfohlen, um eine Schiadigung der Tuberkelbacillen oder deren voll-
stindige Entfirbung bei der Anwendung der Séure zu verhiiten.

Berger und A mann bestiitigen die mildere Wirkungdes Fluoresceins,
weisen jedoch auf die mangelhafte Entfirbung des Priparates hin, so
daBl das Verfahren keinen Vorteil bietet.

Auf Grund meiner Versuche kann ich mich dieser Ansicht nur an-
schliefen. Eine geniigende Entfirbung erfolgt nur bei Verwendung
sehr diinner Ausstriche, in den dickeren Ausstrichen jedoch versagt die
Methode, da viele Zellen und Gewebsteile sich nicht entfirben. Sonst
bieten die Tuberkelbacillen mit ihrer leuchtend hellroten Farbe und
ihrer dunkelroten Innenzeichnung auf dunkelblauem Grunde sehr klare
und eindeutige Bilder. Trotzdem war das Zahlenergebnis dem der Ziehl-
schen Originalmethode nur anndhernd gleich.

3. Entfarbung mit Korallin (Pappenheim).

Zur Farbung erhitzen in Carbolfuchsin, Farbstoff abgieflen (nicht
abspiilen), eintauchen 3--5mal hintereinander in Korallinlosung (ge-
siattigte alkoholische Methylenblaulésung 100 cem, Korallin 1g, Gly-
cerin 20 ccm) abspiilen, trocknen.

Lipp hat diese Methode nachgepriift und festgestellt, dal sich alle
Stabchen mit Ausnahme der Tuberkelbacillen entfirben.

Bei meinen Priifungen erschienen die Tuberkelbacillen kriftig rot
gefirbt, ihre Zahl war jedoch nicht gréBer als bei der Ziehlschen
Originalmethode.

4. Entfarbung mit Natriumsulfitlosung (Konrich).

Nach Konrichs Versuchen mit menschlichem Material wurden die
Tuberkelbacillen durch Natriumsulfitlosung auch bei stundenlanger
Einwirkung nicht entfirbt.

Bei meinen Versuchen mit Material vom Rinde erschienen die
Tuberkelbacillen nach vollstindiger Entfarbung des Priparates mit
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10 proz. Lésung schwach rot gefarbt, wihrend bei der Entfirbung mit
5proz. Losung die Tuberkelbacillen ausgesprochen rot erschienen. Die
Zahlenergebnisse waren hier sehr gut und glichen den mit der 10 proz.
Schwefelsiureentfirbung erzielten.

Das Mittel ist also in 5proz. Liésung fir die Untersuchung auf
Rindertuberkelbacillen als gutes und billiges Entfarbungsmittel an-
zusehen.

VI. Abanderung der Nachfirbung.

Aus den Mitteilungen iiber den Wert der zur Gegenfiarbung ver-
wendeten verschiedenen Farbstofflésungen ergibt sich einwandfrei, daB3
das Methylenblau nicht die Vorteile bietet, die man friiher davon er-
wartet hat (Boit, J6tten und Haarmann, Marx, Weiss). Diese
Erscheinung wird darauf zuriickgefithrt, daB das Methylenblau wegen
seines dunklen Farbentons imstande ist, das Rot mancher Tuberkel-
bacillen zu verdecken (Marx).

Als Ersatz fir die Blaunachfirbung sind folgende Verfahren zur
Nachfiarbung vorgeschlagen worden:

a) 2proz. wisserige Malachitgriinlésung,

b) Vesuvinlosung nach Marx (Vesuvin 2 g, Alkohol 60 ccm, Aqua
destillata 40 cem),

¢) Chrysoidinlosung nach Marx (1 : 300 kochendes Wasser),

d) Kaliumpermanganatlésung (1 : 2000) nach Weiss,

e) Jodtinktur nach Kronberger, mit der vierfachen Menge 60 proz.
Alkohols verdiinnt,

f) Chroms#urealkohol nach Ulrichs (1 : 100 60 proz. Alkohol),

g) gesattigte alkoholische Tropiolinlésung nach Lipp.

h) Endlich wurde von Marx nach dem Vorbilde von Gaffky
das Fortlassen der Nachfarbung empfohlen.

Die besten Ergebnisse sind nach der vorliegenden Literatur am
menschlichen Material meist mit der Kronbergerschen Methode er-
zielt worden. Nach Leichtweiss wurden mit der Kronbergerschen
Methode noch in 17%,, nach Ingwersen sogar in 199, nach der Ziehl-
farbung negativer Ausstriche Tuberkelbacillen nachgewiesen. Jotten
und Haarmann fanden diese Methode als besser geeignet als die mit
Kaliumpermanganat oder Vesuvin oder Chrysoidin. Fitschen hilt
dagegen die Kronbergersche Methode nicht fiir vorteilhafter als die
Ziehlsche, vorausgesetzt dafl das Carbolfuchsin der Ziehlfirbung nur
vorsichtig ohne Aufkochen erwirmt wird. Die von Kronberger ver-
tretene Ansicht, dafl mit seinem Farbeverfahren eine Unterscheidung
der siurefesten Saprophyten von den Tuberkelbacillen méglich ist,
trifft jedoch nach den Mitteilungen von Dold, Lipp und Rosenblat
nicht zu.
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Meine Vergleichspriifungen haben ergeben, daBl von den Nach-
fairbungsmitteln das Kaliumpermanganat und das Vesuvin am besten
geeignet sind. Diesen Mitteln folgen in absteigender Reibe Tropéolin,
Malachitgriin, Chrysoidin, Methylenblau, Jodtinktur, Chromséaure,
sowie endlich das Verfahren ohne Nachfiarbung.

Bei der Farbung mit Kaliumpermanganat nimmt das Praparat eine
blaBviolette, bei der mit Vesuvin eine gelbbraune Farbe an. Die Tu-
berkelbacillen heben sich bei diesen Farbungsarten gut ab. Das Tro-
péolin firbt den Grund dunkelgelb mit rétlichem Schein, die Hiille der
Tuberkelbacillen blaBirot bis rot, wihrend die intracelluliren Granula
dunkelrot erscheinen (Lipp). Malachitgriin ist als Komplementéirfarbe
zur Rotfarbung der Tuberkelbacillen brauchbar, auBlerdem hilt Kon-
rich das Malachitgriin als Nachfirbungsmittel fiir besonders geeignet
wegen seiner geringen Firbekraft den Bakterien und Gewebsteilen
gegeniiber. Das Chrysoidin gibt einen hellgoldgelben Priparatengrund.

Aus meinen Feststellungen geht hervor, daf die hellen Farben
(Kaliumpermanganat, Vesuvin, Trop#olin) sich zur Erkennung der
Tuberkelbacillen besser eignen, als die dunkleren Farben (Malachitgriin
und Methylenblau).

Die Zahlenergebnisse waren bei Verwendung des Kaliumpermanga-
nats und des Vesuvins besonders giinstig und iibertrafen die der Me-
thylenblaunachfirbung bei weitem. Die Annahme von Marx, dafl das
Methylenblau zahlreiche Tuberkelbacillen zu verdecken imstande ist,
ist also vollauf bestatigt worden. Da mit der Kaliumpermanganat-
und Vesuvinnachfirbung 399 und 403, also rund 400 Tuberkelbacillen,
bei der verbesserten Blaumethode dagegen nur rund 310 gezihlt wurden,
so ergibt sich gegeniiber der verbesserten Ziehlmethode mit Blaunach-
farbung ein Mehr von 90 Bacillen und gegeniiber der Ziehlschen
Originalmethode mit rund 260 nachgewiesenen Tuberkelbacillen ein
Mehr von 140 Bacillen. Die Zahl der darstellbaren Tuberkelbacillen
scheint daher in erster Linie von der Nachfarbung und erst in
zweiter Linie von der Temperatur der Fuchsinlésung und der Séure-
entfarbung abhingig zu sein.

DaB trotz des hellgoldgelben Grundes nach der Firbung mit dem
Chrysoidin verhiltnisméBig wenig Tuberkelbacillen gezahlt wurden,
ist damit zu erkliaren, daB dieser Farbstoff diinne und feine Ausstriche
nur sehr schwach firbt.

Eine Ermidung des untersuchenden Auges tritt bei der Vesuvin-
firbung nach meinen Beobachtungen nicht ein. Dagegen ermiidet das
Auge leicht bei der Besichtigung der mit Kaliumpermanganat und
Chrysoidin gefarbten Priparate. Das Kaliumpermanganat scheint mir
daher trotz der giinstigen Bacillenzahl kein allgemein verwendbares
Nachfirbungsmittel zu sein. Am meisten geschont wird das Auge bei
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den dunklen Gegenfarben (Malachitgriin, Methylenblau). Das Methylen-
blau hat auBlerdem noch den Vorteil, daB das Zellmaterial und die
Begleitbakterien kriftic und deutlich gefirbt werden.

Meine Ergebnisse mit der Kronbergerschen Methode blieben
hinter denen der Ziehlschen Originalmethode zuriick. Dies ist jedoch
damit zu erkliren, dafl ich nur die durch die gemeinsame Hiille als
Stibchenverband erkennbaren Kornerreihen, sowie die homogen rot
gefirbten Stibchen als Tuberkelbacillen anerkannt habe, wihrend die
Kornerreihen ohne Rotfarbung unberiicksichtigt geblieben sind.

VII. Entfirbung und Nachfirbung in einer Handlung (einzeitig).

Die Vereinigung der Entfirbung und Nachfsarbung in einer Hand-
lung findet Anwendung in den sog. Schunellfirbemethoden. Von diesen
wurden gepriift die Methoden von Weichselbaum, B.Frankel,
Gabbet, Mori und Tarchetti.

t a) Weichselbaum: Carbolfuchsin wie bei der Ziehlmethode, kon-
zentrierte alkoholische Methylenblaulgsung (ohne Siureanwendung).

b) B. Frankel: Carbolfuchsin erhitzen, Methylenblaulésung von
folgender Zusammensetzung (50 cem Aqua destillata, 30 cem Alkohol,
20 cem Salpetersiure, Methylenblau bis zur Sittigung), 1—2 Minuten
lang unter Erwirmen einwirken lassen.

¢) Gabbet: Carbolfuchsin erhitzen, saure Methylenblaulgsung (Me-
thylenblau 1—2 g, 25 proz. Schwefelsiure 100).

d) Mori: Farben in Carbolfuchsin (Fuchsin 0,5 g, Alkohol 10 ccm,
Carbolsiure 2,5 ccm, Aqua destillata 100 ccm) ohne Erwirmen 1/, Mi-
nute; saure Methylenblaulésung (Schwefelsiure 1 cem, Methylenblau
1,5 g, Aqua destillata 100 ccm) 1/, Minute lang einwirken lassen.

e) Tarchetti: Firben in Carbolfuchsin ohne Erwirmen 1—2 Minu-
ten, gesittigte alkoholische Pikrinsiureldsung 5 Minuten einwirken lassen.

Die iiber diese Methoden in der Literatur niedergelegten Urteile
sind im allgemeinen wenig giinstig.

Berka bemingelt bei der Weichselbaumschen Methode die
mangelhafte Grundentfirbung und die geringe Zahl der sichtbar zu
machenden Tuberkelbacillen, die um die Hilfte im Vergleich zur Her-
mannschen Methode geringer ist. Von der Frankelschen Methode
berichtet B6hm, da3 bei lebhafter Rotfirbung der Tuberkelbaciller.
auch Kokken und Stibchen rétlichblau gefirbt erscheinen. Die Gab-
betsche Methode lehnt Amann ab, da iiber die wichtigste Handlung
des Farbeverfahrens, die Entfirbung, keine Kontrolle moglich ist.
Uber die Tarchettische Methode urteilt Béhm in #hnlicher Weise
wie iiber die Frankelsche; auBerdem beméngelt Bohm, daB die
Zahl der dargestellten Tuberkelbacillen geringer ist als bei der
Ziehlschen Farbung. .

2
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VIII. Ergebnis.

Die Ergebnisse meiner Priiffung waren insofern giinstig, als die Zahl
der dargestellten Tuberkelbacillen bei den Methoden nach B. Frinkel
und Gabbet recht grol war, wihrend die Methoden nach Mori, Tar-
chetti und Weichselbaum darin erheblich zuriickstanden.

Das giinstige Ergebnis bei den Methoden nach B. Frinkel und
Gabbet ist verstindlich, weil die Entfarbung des Priaparatengrundes mit
starker Saurel6sung (20—259%,) ziemlich ausgiebig ist und die Gegenfarbe
auf dem vollkommen entfirbten Grunde rein zur Beobachtung kommt.

Bei den Methoden nach Weichselbaum, Mori und Tarchetti
war die Entfirbung unzureichend. Es wurden auBler einwandfrei er-
kennbaren Tuberkelbacillen zahlreiche rot und rétlich gefarbte andere
Keime (Stdbchen, Kokken, Hefen) beobachtet, die das Bild ungiinstig
beeinflussen und daher die Diagnose erschweren. Die Tarchettische
Methode lieferte die ungiinstigsten Ergebnisse.

Ungeachtet der giinstigen Zahlenergebnisse der Methoden nach
B. Frinkel und Gabbet erscheint es aber nicht angezeigt, diese Me-
thoden fiir die Untersuchung des Lungenauswurfs und der anderen
Ausscheidungsstoffe des Rindes allgemein einzufiihren. Diese Me-
thoden sind differentialdiagnostisch nicht als einwandfrei anzusehen,
weil sie die grundlegenden Charaktereigenschaften des Tuberkelbacillus,
seine Saurefestigkeit und Alkoholfestigkeit, gar nicht oder nicht ge-
niigend beriicksichtigen. Da auf Grund der einwandfrei firberisch
dargestellten Tuberkelbacillen die Totung der Rinder gesetzlich an-
geordnet wird, ist zur Sicherheit daran festzuhalten, daB} diese zwei
Hauptforderungen unbedingt erfiillt werden.

Die Morische und Tarchettische Methode kommen fiir die Unter-
suchung der Auswurfstoffe ferner deswegen nicht in Betracht, weil sie
das Carbolfuchsin kalt und nur wihrend kurzer Zeitdauer anwenden
und infolgedessen zu wenig Tuberkelbacillen zur Darstellung gelangen.

B. Farbemethoden nach R. Koch und P. Ehrlich.
I. Farbemethode nach R. Koch.

Fiarben mit folgender Farblosung 20—24 Stunden lang bei Zimmer-
temperatur oder 1/,—1 Stunde bei 40° C: 1 ccm gesattigte alkoholische
Methylenblaulésung wird in 200 ccm destilliertem Wasser unter Schiit-
teln gelost und der Losung 0,2 ccm einer 10proz. Kalilauge unter
wiederholtem Schiitteln zugesetzt.

Abspiilen mit Wasser und Nachfirben mit einer gesittigten wisse-
rigen Vesuvinlosung, abspiilen und trocknen.

Nach R. Koch sind die Tuberkelbacillen blau gefiarbt, die iibrigen
Stibchen und das Gewebe braun. Die mit Methylenblau gefiarbten
Tuberkelbacillen sollen diinner als die mit Violett und Fuchsin
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gefirbten und nicht sehr intensiv gefarbt erscheinen, so daf} es auch
eine gewisse Ubung erfordert, sie iiberall nachzuweisen.

Bei meinen Prifungen wurden die Tuberkelbacillen wechselnd als
heller und dunkler blau gefirbte Stdbchen ermittelt. Die Zahl der
sichtbar gemachten Tuberkelbacillen war jedoch ziemlich gering. Da
R. Koch vielfach massenweise Tuberkelbacillen beim Material vom
Rinde mit dieser Methode nachgewiesen hat, mir dies aber auch bei
tuberkelbacillenreichem Material nicht gelang, so ist mit Sicherheit
ein technischer Fehler bei der Ausfilhrung meiner Farbung anzunehmen.

II. Farbemethode nach P. Ehrlich.

Farbung mit Anilinwasserfuchsin- oder Anilinwassermethylviolett-
oder Anilingentianaviolettlosung mindestens 12 Stunden kalt oder bei
Erwirmen kiirzere Zeit, abspiilen mit Wasser, Entfirbung in 25proz.
Salpetersiurelosung, behandeln mit 60 proz. Alkohol, nachfarben mit
Methylenblau bei Fuchsinfarbung, mit Vesuvin bei Violettfarbung.

Nach B6hm ist die Zahl der mit dieser Methode dargestellten
Tuberkelbacillen ungefiahr die gleiche wie bei der Ziehlschen Methode
mit dem Unterschied, dafl durch die Ehrlichsche Farbung auch die
granuliérten Formen sichtbar werden. Der Nachteil der Farbung ist
die lange Fiarbungsdauer (15—20 Minuten) und die Notwendigkeit,
stets frische Anilinwasserfarbstofflssungen zu bereiten.

Bei meinen Untersuchungen wurden die Tuberkelbacillen bei der
Firbung nach dieser Methode als leuchtend dunkelrot gefirbte Stabchen
mit ausgeprigter Kornchenzeichnung erkannt. Zahlenmifig erreichten
meine Ergebnisse bei der Warmfirbung eben die der Original-Ziehl-
methode, wihrend sie bei der 24 stiindigen Kaltfarbung geringer waren.

C. Farbemethoden nach Hermann.

I. Originalmethode: Fiarben mit einer Mischung von 3 Teilen
Ammonjumcarbonatlésung (1%,) und 1 Teil alkoholischer Krystall-
violettlosung (3 : 100 cem 95 proz. Alkohols) unter Erwidrmen bis zur
Dampfbildung 1 Minute lang, kurzes Eintauchen in 10proz. Salpeter-
sdure, abschwenken in 96 proz. Alkohol, bis das Priparat eine blaB-
blaue Farbe annimmt, abspiilen, nachfirben mit wisseriger oder
alkoholischer 1proz. Eosinlosung.

II. Abinderung nach Berka: Nachfirbung mit Vesuvinlésung
(Vesuvin 2,0 g, 96 proz. Alkohol 60 ccm, Aqua destillata 40 ccm) an
Stelle der Eosinlgsung.

III. Abinderung nach Caan: Vorfirben mit salzsaurem Carmin
(nach Paul Mayer, Neapel), zur Entfirbung in 1proz. Salzsiure-
alkohol, abspiilen, Farbung und Sdureentfirbung wie bei der Original-
methode, Alkoholentfirbung, bis der Carminton wiederkehrt. Ab-

spiilen.
2*
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Die Hermannsche Fiarbung soll nach den zahlreichen Unter-
suchungen wesentlich giinstigere Ergebnisse als die Ziehlfarbung liefern
(Berka, Frei, Caan,Kayser, Kongstedtu.a.). Caanhat5—6mal
so viel Tuberkelbacillen gefunden wie nach Ziehl, Kayser fand in
89, der nach Ziehl negativen Falle nach Hermann noch Tuberkel-
bacillen. B6hm zahlt die Hermannsche Methode zu den besten,
hilt sie jedoch der Ziehlschen nicht fiir tiberlegen.

Da verschiedentlich festgestellt wurde, daf die Ausfithrung der
Firbung unter Umstinden Schwierigkeiten bereitet, empfiehlt Frei,
den Farbstoff bis zum vollstindigen Aufkochen zu erhitzen. Kong-
stedt erhitzt mehrere Male hintereinander bis zum Aufkochen, 1ifit
den Farbstoff 1 Minute lang einwirken und verwendet den Farbstoff
auBerdem in der Mischung mit der Beize von 1 : 3 statt 1 : 4 mit mog-
lichst kurzer Entfirbung.

Meine Nachpriifung hat ergeben, dal zuweilen ein auBerordentlich
starker Bacillenverlust zu beobachten ist, namentlich wenn nicht
kriftig genug erhitzt war und die Farblosung nicht geniigend ein-
gewirkt hatte, ferner wenn nicht vorsichtig und kurz entfirbt wurde.
Andermal konnte eine besondere Empfindlichkeit des Violettfarbstoffes
gegen die Entfirbungsmittel nicht festgestellt werden. Das Alter der
Ammoniumcarbonatlésung scheint hierbei die entscheidende Rolle zu
spielen, was sich daraus ergab, daB bei der Verwendung dlterer Beiz-
losungen der Farbstoff wenig haftete und sehr schnell ausgezogen
wurde, so daf nur wenige Tuberkelbacillen sichtbar waren, wihrend
bei frischer Beizlésung die Firbung ohne Schwierigkeit mit gutem
Erfolge gelang.

Es empfiehlt sich daher, die Ammoniumcarbonatlésung jedesmal
frisch vor der Verwendung anzusetzen. Das Zahlenergebnis meiner
Priifungen der Hermannschen Originalmethode war weit besser als
das der Ziehlschen Originalmethode. Ein noch giinstigeres Krgebnis
wurde mit der Nachfirbung durch Vesuvin nach Berka erzielt. Durch
diese Abiinderung ist die Zahl der Tuberkelbacillen derartig vermehrt,
dafl diese Methode zu den besten zu zahlen ist.

Die von Caan empfohlene Vorfarbung des Priparatengrundes mit
salzsaurem Carmin an Stelle der diffusen Plasmaféirbung mit Fosin
gibt zwar abwechslungsreiche und lebhaft bunte Bilder, die Zahl der
dargesteliten Tuberkelbacillen war jedoch sehr gering.

D. Farbemethoden nach C.Spengler.
I. Pikrinmethode.

Methode a): Firben mit Carbolfuchsin unter vorsichtigem Erwér-
men, bis iiber dem aus der Flamme herausgefiihrten Priparat leichte
Dampfe aufsteigen, AbgieBen der Farblosung, nachfirben mit Pikrin-
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siurealkohol (gesitticte wisserige Pikrinsturelosung oder Esbachs
Reagens und Alkohol aa 50 cem) 2—3 Sekunden lang, dazu
3—4 Tropfen 15proz. Salpetersiurelosung und wieder Pikrinsiure-
alkohol (5—10 Sekunden lang) bis zur schwachen Gelbfarbung des
Praparates, abspiilen, trocknen.

Methode b): Farben mit Carbolfuchsin und Pikrinséurealkohol wie
bei der Methode a), abspiilen in 60 proz. Alkohol, entfirben in Salpeter-
siure einige Sekunden bis zur schwachen Gelbfirbung, entfirben in
60 proz. Alkohol, nachfirben mit Pikrinsiurealkohol bis zur Gelblich-
farbung, abspiilen, trocknen.’

Nach C.Spengler sollen sich mit der Pikrinmethode mehr Tu-
berkelbacillen darstellen lassen als mit den anderen Farbemethoden.
Dieser Vorteil der Pikrinmethode wird von Spengler damit erklart,
daB neben den kraftig entwickelten Vollstibchen andere Formen der
Tuberkelbacillen sichtbar werden. Spengler will damit auch solche
darstellen, deren Hiille bereits eine sehr starke Schidigung erlitten
hat, daneben auch die von ihm als Jugendformen der Tuberkelbacillen
bezeichneten Stibchen und die sog. Tuberkelbacillensplitter.

Bei den Nachpriifungen der Spenglerschen Pikrinmethode wird all-
gemein in Ubereinstimmung mit C. Spengler die Uberlegenheit der
Methode gegeniiber den anderen Verfahren betont (Kirchenstein,
H. Wilson, Jétten und Haarmann, von Betegh). Als gleich-
wertig mit der Ziehlschen Methode wird die Methode nur von wenigen
Untersuchern bezeichnet (B6hm, Adam).

Bei meinen Nachpriifungen konnte die groBe Uberlegenheit der
Pikrinfarbung iiber alle anderen Methoden ebenfalls bestitigt werden.
Die Pikrinmethode ist im hiesigen Institut praktisch im gréBeren Maf3-
stabe an dem laufend eingehenden Untersuchungsmaterial vergleichend
mit der Ziehlschen Methode angewandt worden. Dabei wurden von
602 Tuberkulosefallen 98 lediglich durch die Pikrinmethode festgestellt,
wihrend in diesen Fillen die Ziehlsche Methode versagt hat. DaBl
diese Tiere tatsichlich auch tuberkulés waren, wurde durch die bisher
aufgenommenen Schlachtbefunde bestiitigt. Der Vorsprung der Pikrin-
methode vor der Ziehlschen Methode hat also 16,3%, betragen.

In der Mehrzahl dieser Fille wurden ausgewachsene, aber stark
hiilllengeschiidigte Tuberkelbacillen nachgewiesen, in geringerer Zahl
auch Jugendformen der Tuberkelbacillen, die als glatte gleichmaflig
und liickenlos gefirbte, nicht granulierte, meist sehr feine und kleine,
zuweilen auch als gréBere leuchtend rosarot gefirbte und scharf ab-
gesetzte Stiabchen in Erscheinung traten. Soweit in den Ausstrichen
mit der Spenglerschen Firbung kriiftig entwickelte Vollstdbchen nach-
zuweisen waren, wurden auch regelmafig durch die Ziehlfarbung Tu-
berkelbacillen ermittelt. Den Spenglerschen Splittern konnte am
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Rindermaterial eine entscheidende Bedeutung fiir die Diagnose nicht
zuerkannt werden.

Die unter b) beschriebene Methode wurde von mir mit Vorliebe
angewandt, weil die Siureentfarbung hierbei kraftiger und die Méglich-
keit der Rotfirbung der sdurefesten Saprophyten wesentlich ver-
ringert ist. Fiir die Ausfithrung dieser Farbemethode ist noch zu
bemerken, daf} bei der Carbolfuchsinfirbung nur 2 Min. vorsichtig bis
zur Dampfbildung erwirmt wird und der Pikrinsiurealkohol nach dem
Abgieflen des Fuchsing nur bis 10 Sekunden einwirken darf. Hier-
auf wird das Préparat in 60proz. Alkohol abgespiilt, in 15proz.
Salpetersiure kurz, nach Bedarf auch mehrmals eingetaucht und
schlieflich in 60 proz. Alkohol oder Brennspiritus bis zur vollstindigen
Verdrangung der Rotfirbung entfarbt. Die Farbung hat sorgfaltig
unter genauer Beobachtung dieser Farbezeiten zu erfolgen (Verwendung
der Firbeuhr). Besonders zu beachten ist, daB das Fuchsin nicht
linger als 2 Minuten und die Beizung mit dem Pikrinsiurealkohol nicht
linger als 10 Sekunden dauert, um nicht die Entfirbung zu erschweren
oder unmdéglich zu machen.

Aus meinen Frgebnissen ist zu schliefen, daB die Spenglersche
Pikrinmethode ebensoviel Tuberkelbacillen in Form der Vollstabchen
darstellt wie die Ziehlmethode, dariiber hinaus aber noch die hiillen-
geschidigten Tuberkelbacillen und die Jugendformen der Tuberkel-
bacillen sichtbar macht. DaB deren Feststellung eindeutig ist, be-
weisen die Schlachtbefunde der als tuberkulés bezeichneten Rinder.
Zugegeben muB jedoch werden, daB3 die Diagnose ,,Tuberkelbacillen‘
nicht immer leicht ist und besondere Erfahrung und Ubung voraus-
setzt. Die Musterung der Priparate unter dem Mikroskop bereitet
keine Schwierigkeit, wenn das Material gleichmiBig, aber nicht allzu
diinn ausgestrichen wird.

II. Hiillenmethode.

Alkalisieren des Untersuchungsmaterials mit einer geringen Menge
1/,—1proz. Kalilauge (oder Natronlauge), Herstellen eines Trocken-
priparates unter duBlerst schonender Erwarmung, farben mit Loffler-
schem Methylenblau, abspiilen, spezifische Farbung mit Carbolfuchsin,
bis leichte Dampfe iiber dem aus der Flamme herausgefithrten Priparat
aufsteigen, abspiilen, Methylenblau unter langsamem Zusatz von
1—-2 Tropfen 15proz. Salpetersiure einige Sekunden lang einwirken
lassen, abspiilen, trocknen.

Nach C. Spengler erscheinen die damit gefirbten Rindertuberkel-
bacillen in geradezu riesenhafter GréBe, weit grofler als Tuberkelbacillen
menschlichen Ursprunges. Jedoch soll die Darstellung der Tuberkel-
bacillen in dieser GroBe nur dann gelingen, wenn das Untersuchungs-
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material feucht erhalten, vor dem Austrocknen geschiitzt wird und wenn
die Hiille intakt ist.

Bei Verwendung von frischem Material habe ich die Spenglersche
Beobachtung bestitigen kénnen. Da es sich jedoch bei den vorliegenden
Vergleichspriifungen, dem Zweck dieser Untersuchungen entsprechend,
nur um Ausstriche handelt, die auf gewohnliche Weise hergestellt und
fixiert waren, erschienen die Tuberkelbacillen nur in der gewthnlichen
GroBe. Die Zahl der als Tuberkelbacillen gezéhlten Stibchen war groBer
als bei der Ziehl-Methode. Fiir laufende Untersuchungen hat diese
Methode jedoch zur Feststellung der Tuberkelbacillen in den Aus-
scheidungen tuberkuldser Rinder nur beschrankte Bedeutung. Die Art
der Entfirbung durch eine schwache Siurelésung ohne Alkohol 148t
die allgemeine Einfiihrung der Methode zur Diagnose der Rinder-
tuberkulose daher nicht angezeigt erscheinen.

E. Farbemethoden nach Gasis.
I. Farbemethode A.

Herstellung der Farblosungen.

a) Farblésung: Eosin kryst. 1,0; Alkohol 5,0; Aqua destillata 95,0
(5 com dieser Losung werden mit einem linsengrofien Stiick Quecksilber-
chlorid im Reagensglas langsam unter Umschiitteln bis zur Lésung des
Quecksilberchlorids gekocht, wodurch der Farbstoff einen hellroten Ton
annimmt und in Schwebefillung tritt). ,

b) Entfirbungsmittel: (Natriumhydrat 0,5; Jodkalium 1,0; 50 proz.
Alkohol 100,0).

¢) Nachfirbungsmittel: (Methylenblau 1,0; Alkohol absol. 10,0;
Salzssure 0,5; Aqua destillata 90,0).

Zur Farbung Farblosung erhitzen und 1--2 Minuten lang einwirken
lassen, abspiilen, in die Entfirbungslésung solange eintauchen bis das
Priparat einen weiBigriinen Farbenton annimmt, entfirben mit abso-
lutem Alkohol, abspiilen, nachfirben 2—3 Sekunden, abspiilen. Falls
das Priparat noch rot gefirbt ist, ist die Entfarbung zu wiederholen.

II. Farbemethode B.

Herstellung der Farblosungen.

a) Farblosung: 3 g krystallisiertes Quecksilberchlorid werden in
100 cem Aqua destillata, das 5 cem absoluten Alkohol enthilt, gelost,
1 cem Cedernél zugesetzt und das Ganze aufgekocht. Die so erhaltene
milchartige Flissigkeit wird warm filtriert. In einem anderen Glase
wird 1cem krystallisiertes Eosin in einigen Kubikzentimetern Aqua
destillata gelost. Beide Losungen werden miteinander vermischt. Das
abgekiihlte Gemisch wird filtriert, 24 Stunden stehengelassen, dann
nochmals filtriert.
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b) Entfarbungsmittel: (Natriumhydrat 1,0; Jodkalium 0,5; 50 proz.
Alkohol 100,0).

c) Nachfirbungsmittel: (Methylenblau 0,1; Aqua destillata 80,0;
Alkohol absol. 20,0; Salzsaure 1,0).

Zur Farbung Farblosung vor dem Gebrauch umschiitteln, Farb-
l6sung erhitzen und 5—15 Minuten lang stehenlassen, abspiilen, ent-
firben solange, bis die rote Farbe durch eine tiefgriine ersetzt wird,
abspiilen in 90 proz. Alkohol, abspiilen mit Wasser, nachfirben 2—3 Se-
kunden lang, abspiilen, trocknen.

Die Farbemethoden nach Gasis, die sich auf die Alkalifestigkeit
der Tuberkelbacillen stiitzen, haben die von Gasis gehegten Erwar-
tungen nicht erfiillt. Gasis ist nimlich der Auffassung gewesen, in der
Alkalifestigkeit der Tuberkelbacillen ein sicheres Unterscheidungs-
merkmal zwischen den Tuberkelbacillen und den anderen siurefesten
Stibchen gefunden zu haben. Dieser Aufassung tritt Adam bei. Levy,
Kohler, Dold und Rosenblat haben dagegen berichtet, daB die
Methode nicht spezifisch fiir die Tuberkelbacillen sei, weil nach ihren
Beobachtungen die Alkalifestigkeit im gleichen MaBe wie die Saure-
festigkeit auch den nicht pathogenen Stibchen im wechselnden Grade
zukommt. Gleichzeitig berichten diese Untersucher, daB durch die
Gasis-Methoden nicht mehr Tuberkelbacillen sichtbar gemacht werden
als nach Ziehl. Rosenblat hilt die Methode sogar wegen der
Unsicherheit der Differentialdiagnose fiir die Untersuchung von
Sputum des Menschen und anderen Bakteriengemischen fiir nicht
brauchbar.

Bei meinen Priifungen der Methode A waren anndhernd so viel
Tuberkelbacillen sichtbar zu machen wie bei der Ziehlschen Methode,
bei der Methode B dagegen erheblich weniger. Die Farbe der Tuberkel-
bacillen war bei beiden Methoden leuchtend rosarot. Die Tuberkel-
bacillen waren verhiltnismifBig leicht zu finden, da sie hiufig dicker,
groBer und homogen gefirbt erschienen als man sie sonst zu sehen
gewohnt ist. Voraussetzung fiir die kraftige Rosarotfirbung war jedoch
bei der Methode A, daf} die heifle Farblésung 5 Minuten lang einwirkte,
wihrend bei nur 1—2 Minuten langer Einwirkung entsprechend der
Gasisschen Vorschrift ein blasses Rosarot erzielt wurde. Nach der
Methode B zeigten die Tuberkelbacillen eine dunklere Randschicht und
leichte Kérnchenfiarbung.

III. Modifikation nach Eisenberg.

Mit der von Eisenberg vorgeschlagenen Modifikation (Ersatz des
Sublimateosins durch Carbolcyanosin und Carbolsublimatcyanosin)
konnten nur wenige leuchtend rotgefarbte Tuberkelbacillen dargestellt
werden.
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IV. Modifikation nach Telemann.

Die Entfirbung mit Alkalialkohol nach Telemann (1 Teil 30 proz.
Kalilauge und 3 Teile 60 proz. Alkohol) an Stelle des sonst iiblichen
Saurealkohols ist nach dem FErgebnis meiner Versuche unzureichend
und geniigt nur bei ganz diinnen Ausstrichen. Die Zahl der dargestellten
Tuberkelbacillen erreichte die der Methode A nach Gasis.

F. Farbemethoden nach von Betegh.
I. b-Tolinfarbung (Fuchsinmethylenblaumethode).

Beizung des Préparates mit 2—3 Tropfen 15proz. Salpetersiure
unter Erwirmen iiber der Flamme bis zur Dampfbildung, abspiilen,
farben mit einer Farbmischung von einem grofien Tropfen Loéffler-
schen Methylenblau mit 2—3 Tropfen Carbolfuchsin oder Léffler-
schem Methylenblau und Carbolfuchsin zu gleichen Teilen, erwirmen
tiber der Flamme, bis leichte Dampfe aufsteigen, griindlich mit Wasser
abspiilen, vollstindige Entfirbung mit 60 proz. Alkohol, abspiilen mit
Wasser, nachfirben in der Weise, dall auf das Praparat eine dicke
Schicht Wasser und darauf ein Tropfen Malachitgriinlésung gegeben
wird, abspiilen, trocknen.

Die Farbung der Tuberkelbacillen gelang gut. Es wurden tibersicht-
liche Bilder dargestellt. Nach der Zahl der gefundenen Tuberkelbacillen
bleibt die Methode jedoch hinter der Ziehlschen Originalmethode
zuriick.

I1. Silbernitrat-Fuchsinfarbung.

Beizen mit 10 proz. Silbernitratlésung iiber der Flamme bei 80—90°,
hochstens 1 Minute lang (nicht sieden lassen!), Rodinallésung (50%,)
20—-30 Sekunden bis die Schicht braun bis schwarzbraun erscheint,
abspiilen, firben mit Carbolfuchsin 1—2 Sekunden ohne Erwirmen.

Die Methode lieferte nur wenig zufriedenstellende Ergebnisse. s
wurden nur wenige Granulareihen dargestellt. Auch war die Hiillen-
farbung mit dem Fuchsin nicht deutlich ausgesprochen.

G. Modifikationen der Grammethode nach Much.
‘. I. Originalmethode.
a) Modifikation I: Farben mit Anilinwassergentianaviolett, beizen
mit Lugolscher Losung, entfirben in absolutem Alkohol und Nelkendl.
b) Modifikation II: Herstellung der Farblosung: Carbolmethyl-
violettlosung (Mischung von gesittigter alkoholischer Lésung von
Methylviolett BN (Griibler) 10 g und 2proz. Carbolwasser (90 ccm);
die filtrierte Losung wird in hohen zylindrischen Glisern einige Tage
stehengelassen, damit sich der iiberschiissige Farbstoff am Boden und
an den Wianden des Glases absetzt, und ist vor dem Gebrauch nochmals
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zu filtrieren. Die Losung ist zur Farbung der Granula nur brauchbar,
wenn sie dunkelviolett ist, und am besten jedesmal neu anzusetzen.

Zur Farbung Farblosung dreimal bis zum Aufkochen erhitzen,
beizen mit Lugolscher Losung 1—5 Minuten, abspiillen mit Wasser,
entfirben mit 5proz. Salpetersdurelosung, dann 3proz. Salzsdure-
16sung und schlieBlich mit Acetonalkohol aa unter Schwenken bis der
Ausstrich blaBblau erscheint.

¢) Modifikation III: Firbung mit Methylviolettlésung nach Modi-
fikation IT, aufkochen oder lingere Zeit bei 37° C einwirken lassen,
entfirben in Jodkaliumwasserstoffsuperoxydlosung (Jodkalium 5 g,
2 proz. Wasserstoffsuperoxydlésung 100 ccm) bis zu 2 Minuten und
absolutem Alkohol.

Von diesen drei Firbemethoden wurde die erste nicht gepriift, da
sie nur fiir Reinkulturmaterial in Frage kommt. Die dritte Methode
wurde nach anfinglichen Versuchen aufgegeben, weil die Entfarbung
nicht mit der geniigenden Kraft erfolgte und die Anzahl der Tuberkel-
bacillen auch hinter der zweiten Methode zuriickblieb.

Es wurde daher fiir die Vergleichsprivfungen lediglich die zweite
Methode verwandt.

Ein Vergleich der kurzen HeiBfirbung mit der 24stiindigen Kalt-
firbung und der Brutschrankfirbung (Much) hat die Uberlegenheit
der HeiBfarbung ergeben. Es lassen sich auf diese Weise mehr Kérner-
reihen zur Darstellung bringen, die Tuberkelbacillen erscheinen durch-
weg auch kriftiger als bei der Kalt- und Brutschrankfirbung, und die
Zahl der sichtbaren Tuberkelbacillen ist etwas gréfBer als bei der Ziehl-
Methode. Es muBl aber dabei hervorgehoben werden, dafl mangels
niherer Erfahrungen mit der Gramfirbung nur solche Stabchen als
Tuberkelbacillen angesprochen wurden, die mehrere Granula im Stib-
chen enthielten. Vier Granula wurden als Mindestzahl angenommen,
weil die Stabchennatur der Kornerreihe erst bei etwa vier hintereinander-
liegenden Kornchen deutlich und einwandfrei erkennbar ist. Rechnet
man die Stéibchen mit weniger als vier Granula zu den Tuberkelbacillen,
so wird die Zahl der nach Much darzustellenden Tuberkelbacillen bei
weitem gréfler.

Auch von anderen Untersuchern (Bittrolf und Momose, Coll-
mann, Dold, Rosenblat, Eisenberg) sind mit der Ziehl- und
Much-Methode etwa gleichwertige Zahlen erhalten worden, wahrend
Frei, Bohm, Adam mit der Much-Methode bessere Erfolge erzielt
haben. Zur Differentialdiagnose werden die Much-Methoden fiir wenig
geeignet gehalten. Fiir den Nachweis der Tuberkelbacillen in Bakterien-
gemischen sind die Much-Methoden nur dann brauchbar, wenn sie mit
Antiformin vorbehandelt worden sind (Caan, Bittrolf und Momose,
Collmann, Kronberger, Dold, Frei, B6hm). Um die Methode
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fir die Diagnose der Tuberkelbacillen auch in Bakteriengemischen zu
verwenden, sind Doppelfarbungen empfohlen worden, durch die die
Granula und die Bakterienhiille dargestellt werden sollen.

I1. Abgeinderte Gramfirbemethoden nach Much.

a) Zweizeitige Doppelfirbung.

1. Modifikation nach Berger.

Firben nach Much II, dann kaltes Carbolfuchsin 10 —60 Sekunden
lang einwirken lassen, entfirben in 1proz. Salzsdurealkohol bis der
Ausstrich blaBrot erscheint.

Die Vereinigung der Muchschen Farbung mit der Hillenfirbung
durch Carbolfuchsin stellt nach meinen Versuchen eine wesentliche
Verbesserung der Muchschen Methode dar. Es fanden sich vorherr-
schend homogen rot gefirbte Tuberkelbacillen und Kornerreihen, die
durch eine gemeinsame rosarote Hiille den Stibchenverband erkennen
lieBen. Kérnerreihen und homogene Stibchen, die nicht Spuren der
Fuchsinfarbe aufwiesen, waren nur vereinzelt sichtbar. Die Zahl der
Tuberkelbacillen war wesentlich gréfer als nach der einfachen Ziehl-
Fiarbung. Die Methode gehort daher mit zu den besten Farbemethoden.

Berger betont, daB die Fuchsinfirbung zweckmifig am SchlulBl
der Muchschen Farbung zu erfolgen hat, da bei der Vorfirbung mit
Fuchsin die Rotfirbung der Hiille bei weitem nicht so ausgeprigt ist,
selbst wenn zur Entfirbung an Stelle der Mineralsiure die mildere
Essigsdure verwendet wird.

Dieses Urteil konnte bestétigt werden.

2. Die Modifikation nach Fontes.

Firben mit Ziehlschem Carbolfuchsin unter Erwirmen, abspiilen,
farben mit Carbolkrystallviolett- oder Carbolgentianaviolettlésung unter
Erwiarmen, dann 2 Minuten lang stehenlassen, beizen in Lugolscher
Lisung bis kein Metallspiegel mehr auftritt, entfarben in Acetonalkohol
aa, abspiilen mit Wasser, nachfirben mit Methylenblau.

Nach Fontes gefarbt sollen die Tuberkelbacillen als rote Stibchen
mit violetten Kornchen erscheinen, wihrend die séurefesten Sapro-
phyten violett gefirbt sein und dichtere Granulationen aufweisen sollen
als die Tuberkelbacillen (Fontes). Fontes spricht daher seiner Me-
thode eine entscheidende differentialdiagnostische Bedeutung zu. Dold
hat bei seinen Priifungen an Reinkulturmaterial von Tuberkelbacillen
und anderen siurefesten Stibchen beide Bakterien als rotgefirbte
Stabchen mit dunkelvioletten Kornchen nachgewiesen. Ein Unter-
schied zwischen beiden war nur insofern festzustellen, als die Zahl der
homogenen und granulierten roten Stibchen bei den Nichttuberkel-
bacillen geringer war als bei den Tuberkelbacillen. Sonstige Unter-
schiede konnte Dold nicht feststellen.
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Die ausgesprochene Rotfirbung und Violettfairbung der Kérnchen
war bei meinen Priifungen nicht besonders ausgeprigt. Vielfach wurden
Farbeniibergiange beobachtet, so daB ein klares Bild iiber die Leistungs-
fahigkeit der Methode nicht gewonnen wurde.

b) Einzeitige Doppelfirbungen.

1. Modifikation nach Weiss.

Firben mit einer Farbmischung von 3/, Carbolfuchsinlésung und
1/, Muchscher Methylviolettlssung ein- bis zweimal 24 Stunden bei
Zimmertemperatur, beizen mit Lugolscher Losung 5 Minuten, ent-
farben mit 5proz. Salpetersiurelésung 5 Minuten, 3proz. Salzsiure-
I6sung 10 Sekunden und Acetonalkohol aa.

Nach Weiss erscheinen die Tuberkelbacillen als rotlich bis matt-
violett gefarbte Stdbchen mit dunkelvioletten Koérnchen, die meist
dicker sind als die Tuberkelbacillen. Bei meinen Untersuchungen waren
die Tuberkelbacillen leuchtend rosarot gefiarbt, die Granula hoben sich
dunkelviolett und deutlich aus dem Bacillenleib hervor. Die so ge-
farbten Tuberkelbacillen zeichneten sich scharf von der Umgebung ab,
so daB sie nur schwer iibersehen werden konnten. Die Zahl der dar-
gestellten Tuberkelbacillen erreichte fast die bei der Ziehlschen Origi-
nalmethode.

2. Die Modifikation nach Wehrli-Knoll.

Firben mit einer Farbmischung von Carbolfuchsinlésung und Much -
scher Methylviolettlosung aa unter Erwdrmen bis Dimpfe aufsteigen,
dann 4 Minuten lang stehen lassen, 10 Minuten lang beizen mit Lugol-
scher Losung (oder Jodkaliumwasserstoffsuperoxydlosung wie bei
Much III), entfirben in 1!/,—2proz. Siurealkohol solange bis nach
der Fuchsinentfarbung bliuliche Wolken auftreten, und Alkoholent-
farbung unter mikroskopischer Kontrolle.

Die Methode nach Wehrli-Knoll bleibt in der Deutlichkeit und
in der Zahl der dargestellten Tuberkelbacillen erheblich hinter der
Methode nach Fontes zuriick. Der Unterschied zwischen dem Rot
der Tuberkelbacillenhiille und dem Violett der Kérnchen war bei meinen
Versuchen nicht sonderlich ausgepragt.

3. Modifikation nach von Betegh.

Farben mit Carbolfuchsinlésung unter &fterem Erwirmen, ohne
zu kochen, dann mit Carboldahlialésung (Dahlia 2,0; 95 proz. Alkohol
20,0; Aqua destillata 50,0; konzentrierte Carbolsiurelosung 4—5 Trop-
fen, umschiitteln und filtrieren) 2—5 Minuten bei Zimmertemperatur
farben, abspiilen mit Wasser, beizen mit Jodjodkalilésung (1 : 2 : 100)
10—15 Minuten, entfirben in Acetonalkohol 1 : 2, abspiillen mit Wasser,
nachfirben mit 1 proz. wisseriger Pikrinsidure oder Malachitgriinlésung.

Die Tuberkelbacillenhiille ist blaurot (vendsrot) gefiarbt, die Korn-
chen dagegen erscheinen schwarz auf gelbem oder griinem Grunde.



Die mikroskopischen Bilder sind lebhaft bunt, jedoch konnten nur
wenig Tuberkelbacillen nachgewiesen werden.

Zusammenfassung.
A. Die Farbemethode nach Ziehl-Neelsen.

I. Meine vergleichenden Untersuchungen haben ergeben, daf die
Leistungsfiahigkeit der Methode ohne Schwierigkeit erheblich gesteigert
werden kann, wenn nach folgenden Verfahren gefirbt wird:

a) Erwirmen der Fuchsinlésung bis zur Dampfbildung unter Ver-
meidung des Aufkochens und Einwirkung der erwirmten Farbldsung
wahrend 4—5 Minuten.

b) Entfarbung mit 10 proz. Schwefelsiurelsung und 60 proz. Al-
kohol oder Brennspiritus.

¢) Nachfirbung mit Vesuvinlésung.

II. Die Kurzfarbung mit erwirmter Farbstofflosung (Carbolfuchsin
bei der Methode Ziehl-Neelsen, Carbolmethylviolett bei der Much-
schen Gramfirbung) zeitigt wesentlich bessere Ergebnisse als die Kalt-
farbung wihrend 24 Stunden.

II1. Der Brennspiritus ist zur Entfirbung ein vollwertiges Frsatz-
mittel fiir den Alkohol. '

Die Schwefelssiure in 10 proz. Lésung schidigt die Tuberkelbacillen
des Rindes im Auswurf nicht so stark wie die verdiinnte Salpetersiure.
Die wiasserige 5 proz. Natriumsulfitlosung nach Konrich ist ein gutes,
einfaches und billiges Ersatzmittel fiir die Sdure- und Alkoholent-
farbung, in der 10proz. Losung entfirbt sie jedoch auch die Rinder-
tuberkelbacillen.

IV. Die getrennte Sdure- und Alkoholentfirbung ergibt bessere
Ergebnisse als die vereinigte Saurealkoholentfarbung.

V. Die iibrigen Vorschlige zur Abénderung des Ziehl-Neelsen-
schen Firbeverfahrens stellen keine Verbesserungen dar. Die Doppel-
firbung nach Malowan und die verschiedenen Doppelbeizverfahren
haben zwar giinstigere Zahlenergebnisse zur Folge, die zuverlissige
Diagnose ist aber erschwert.

Die besonderen Entfirbungsmethoden mit Eisenchloridlosung,
Fluoresceinalkohol und Korallinlésung bieten keine Vorteile.

Die Schnellfirbemethoden nach B. Frinkel und Gabbet bringen
zwar zahlreiche Tuberkelbacillen zur Darstellung, ihre Deutung ist
jedoch nicht immer zuverléssig.

B. Die Ziehl-Neelsensche und die anderen Farbemethoden.

1. Die besten Ergebnisse liefern die Ziehl-Neelsensche Methode
mit den vorstehend beschriebenen Abanderungen, ferner die nach Her-
mann von Berka modifizierte Methode, die Pikrinmethode C. Speng-
lers und die Bergersche Modifikation der Muchschen Grammethoden.



Lungenauswurf
Versuchsreihe Nr. tl2]8 145
A. Ziehl-Neelsen. ; E
I Originalmethode . . . . . . . . ... . .... 1101192 7
II.a) Malowan (Anilinschwarz) . . . . . . . . . .. .. 0o! 1,19 \ 34 | 23
IlL.a) Ogawa (Kreosot) . . . . . . . ... ... .... 1|0 .i 25 ; 29 | 10
b) 1. Eisenberg (Lugolsche Losung) . . . . . . . . . 010 2045 4
b) 2. Porges (Jodtinktur). . . . ... ... ..., 110 5 37, ¢
h) 3. Eisenberg (Chromsdure) . . . . . . . . . ... 0|0 38 S0 4
b) 4. Claudius-Eisenberg (Pikrinsdure) . . . . . . 001161 8! ¢
TV.a) Fuchsinkaltfarbong . . . . . . . . . . .. .. ... 010 ) 19 152 ¢
b) Fuchsinwarmfarbung . . . . . . . . . .. . . ... 1 1 | 16 | 33 1 5
V.a) 1. Schwefelsiure 10%, . . . . . . . ... . .... 110 ! 16 ‘ 25 @
Schwefelsdure 5% . . . . . . . . ... .. ... 010129 45 10
2. Salpeterssure 10% . . . . . . . . ... .. ... 01027110 5
Salpetersdure 5% . . . . . . . . .. .. .. .. 00 ; 41 341 ¢
b) Brennspiritus 60% . . . . . . .. . . ... .... 110, 35 40 : 13
¢) Salzsiurealkohol 3% . . . . . . . . ... .. ... 00 24 10, 4
d) 1. Giacomi Gottstein (Eisenchlorid) . . . . ... | 0 | 0 |387130, o
2. Czaplewski (Fluorescein) . . . . .. .. ... 001255 C 0
3. Pappenheim (Korallin) . . . . . ... . .... 00 ! 62 68 ' ¢
4. Konrich (Natriumsulfitlosung 10%,) . . . . . . . 0012 117 19
Konrich (Natriumsulfitlssung 5%) .. . . . . . . 0 0 |21:27 i 12
VI.a) Malachitgriin. . . . . . . . . . .. ... .. .. 0 1 {565 31 7
b) Vesuvin . . . . . . ... . ... ... 01 6 55 34 14
¢) Chrysoidin. . . . . . . . . . ... ... ..... 0! 0 1 30 ' 45 | 3
d) Kaliumpermanganat . . . . . . . . . ... .. ... 119 ‘ 61 31 f 15
e) Jodtinktur nach Kronberger . . . . . . . . . .. 010 \ 32,41 o
f) Chromsdurealkohol . . . . . . . . . . .. . . ... 0|0 16'63 1
g) Tropdolin . . . . . . .. . . ... ........ 11053 31 16
h) ohne Nachfarbung . . . . . . . . . ... ... .. 010(11119 9
VILD) B. Frankel . . . . . . . .. ... ... .... 0] 02016, 9
o Gabbet . . .. . ... . ... ..., . ..., 0| 0|4 /60 3
B.ILLP. Ehrlich.
1. Heilfarbung. . . . . . . . . . ... ... ... .. 0. 4 50 125116
2. Kaltfsrbung . . . . . . . . . ... ... ... .. 010 | 25, 83110
C.Hermann. j ; :
I Originalmethode . . . . . . . . . ... .... 0| 026 40 | 15
ILBerka .. . ... .. ... ... ......... 1|1 ]48]72 I 22
IOL Caan. . . . .. .. .o . 00 4 10| 2
D.C.Spengler. | ’ 1{
L Pikrinmethode . . . . . . . .. ... ... .. ... 0| 1 /65,3 9
IL Hullenmethode . . . . . . . . . .. ........ 0|0 |3|55 4
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Lungenauswurf
Versuchsreihe Nr.: 1! 2 { 3 ! 4 N 5
E. Gasis.
I. Methode A . . . . . .. . . . ... ... ..... 0! 0 42|39 6
IL Methode B . . . . ... . . . ... ... ..... 0 |31 8] 3
ITI. Karboleyanosin (Eisenberg). . . . . . . . . . . .. 1)1 3117} 2
IV. Alkalialkohol (Telemann) . . . . . . . . . . .. . . 0|0 (32148 15
F.v.Betegh.
L b-Tolinférbung . . . . . . . . . . . ... ... ... 0] 2 /25 |18| 14
G.Much-Gram.
I. Originalmethode Much TII
Heiffarbung . . . . . . . . . .. ... ... 004|123
Brutschrankfirbung . . . . . . . .. ... L. 0|0 |16! 2| 0
Kaltfarbung . . . . . . . . . ..., 0/01(2) 00
IMa)tl.Berger . . . . .. . . . . ... 0|12 | 638 51
by1. Weil . . - . . .. . ... 03 28(22] 0
b) 2. Wehrli-Knoll . . . . . .. . ... ..... 0|1 |15 46 1i

Die Methoden Ziehl-Neelsen, Hermann-Berka und Much-
Berger hatten gleiche Ergebnisse, wihrend die Pikrinmethode C. Speng-
lers diese noch weit iibertraf.

II. Die Uberlegenheit der Pikrinmethode iiber die Ziehlsche Firbe-
methode beruht auf der Darstellung der hiillengeschadigten Tuberkel-
bacillen und deren Jugendformen, beides nicht nach Ziehl darstellbare
Formen. ;

III. Die iibrigen Methoden, Koch-Ehrlich, Spenglers Hiillen-
methode, Gasis, von Betegh und die Muchschen Grammethoden
nebst ihren Abidnderungen bis auf die genannte Bergersche Modi-
fikation, blieben mehr oder weniger weit in ihren Ergebnissen zuriick.

C. Die Verwertung der Ergebnisse fiir die Diagnose der
Tuberkelbacillen des Rindes.

Da die iiberwiegende Mehrzahl der Tuberkulosefille durch die Ziehl-
Neelsensche Farbung dargestellt wird und diese Firbung einfach und
schnell vor sich geht, ist das ausgestrichene Material zuerst nach
Ziehl- Neelsen oder nach Hermann-Berka oder nach Much-
Berger zu farben.

Bei negativem Befund wird weiteres Material nach der Pikrin-
methode C. Spenglers gefarbt. Sind auch nach der Spengler-
schen Farbung keine Tuberkelbacillen gefunden worden, so kann mit
anndhernder Sicherheit das Freisein des Untersuchungsmaterials von
Tuberkelbacillen angenommen werden.
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Entgegenkommen auszusprechen, daf mir das Untersuchungsmaterial
und die Einrichtungen des Instituts fiir die Anfertigung meiner Arbeit
zur Verfiigung gestellt wurden.





