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Beitrige zur Theorie der Bacillenfirbung.
Von

Prof. Dr. Ehrlich.

Die Methode der Tuberkelbacillenfirbung, die ich kurz nach Auffindung
des Koch’schen Tuberkelbacillus verdffentlichte, hat zu meiner Freude Ein-
gang in die grosse Praxis gefunden, indem sie bald in der urspriinglichen
Form, bald mit mancherlel Modificationen iiberall in Anwendung gezogen
wird. Auch die neueren Fortschritte der bacteriologischen Farbentechnik —
ich rechne hierzu insbesondere die Gram’sche Methode und das Lust-
garten’sche Verfahren — haben sich in fortschreitender Weise aus dem
* Anilinprocesse heraus entwickelt, und diirfte es daher nicht iiberfliissig sein,
die Principien, auf denen derselbe beruht, in kurzen Zigen darzulegen.
Immer mehr bricht sich die Ueberzeugung Bahn, dass die blosse Farben-
mischung und tinctoriale Receptirkunde, wie sie frither geiibt wurde, weder
dem jetzigen Stande unserer Wissenschaft entspricht, noch auch far deren
Weiterbildung erspriesslich ist, und glaube ich als Erster diese Anschauung
ausgesprochen und bethitigt zu haben. Eine neue Methode hat fortab nur
Werth, wenn sie, wie die Weigert’sche Farbung des Centralnervensystems,
mit einer wissenschaftlichen Durchfithrung und Ergrindung Hand in Hand
geht, da sie nur auf diesem Wege zu einer rationellen und daher endgiil-

tigen Form gebracht werden kann.
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Der Tuberkelbacillenprocess zerfallt, wie bekannt, in 3 Abschnitte:
1) Firbung in anilinhaltigem Wasser,
2) Entfirbung,
3) Nachfirbung.

Der Einfachheit halber werde ich jede dieser drei Phasen gesondert
abhandeln. Ich habe bei den Versuchen, die ibrigens vor mehr als zwei
Jahren angestellt wurden, fast ausschliesslich Trockenpriparate verwandt,
die meist aus den kleinen bacillenreichen, kisigen Pfropfchen hergestellt
wurden.

1. Ueber die Function des Anilins.

Schon vor mehr als 12 Jahren war es mir aufgefallen, dass ein kauf-
lich bezogenes Methylviolett Amyloid besser firbte, als andere chemisch
reinere Producte. Da das damals verwandte Priparat offenbar ein sehr
unreines war, glaubte ich die bessere Firbungsfihigkeit auf eine Bei-
mengung schieben zu miissen, und dachte ich aus leicht verstindlichen
Griinden an das Ausgangsmaterial, Anilin. Versuche, die ich in dieser Hin-
sicht anstellte, ergaben, dass reines Methylviolett, durch Zufiigung von Ani-
lin, eine Verbesserumg seines Férbungsvermogens erfahre, und wurde diese
von mir fast vergessene Erinnerung der Ausgangspunkt fir die Modification
des Koch’schen Bacillenverfahrens. Auch zur Zeit kommen offenbar solch
unreine Methylviolette in den Handel und ist 2. B. das von Weigert
empfohlene Gentianaviolett nur ein durch fremdartige Substanzen: Zucker,
u. dgl. verdinntes, unrcines Rohproduct. Wenn daher Weigert an Stelle
meines Verfahrens eine mit etwas Ammoniak versetzte Gentianaldsung
empfahl, so ist dieses offenbar ein Riickschritt, indem wiederum an Stelle
chemisch reiner, stets leicht zu beschaffender Substanzen unbestimmte,
schlecht definirte Producte angewandt werden.

Wie bekannt, erscheinen die mit Hilfe von Anilinwasser gefirbten
Bacillen intensiver und brillanter tingirt, als solche, die nur der Behand-
lung mit rein wissrigen Losungen unterworfen wurden. Ich habe nun ge-
funden, dass man ausser diesen optischen Verschiedenheiten noch chemische
Differenzen bei den beiden verschiedenartigen Behandlungen nachweisen kann.

Giacomi hat angegeben, dass man Tuberkelbacillen in rein wassriger
Losung tingiren kann. Ich kann diege Angabe in ihrer Allgemeinheit fir
reine Fuchsinsorten nicht bestitigen, indem solche nur einige wenige Pro-
cenFe der im Préparat vorhandenen Spaltpilze darstellen. Dagegen gelingt
es 1 in der That mit Hilfe bheisser, wiissriger Losungen, alle im Pré-
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parat enthaltenen Tuberkelbacillen zu firben und habe ich solche Priiparate
fir die nachfolgende Untersuchung verwendet. Vergleicht man so hergestellte
Priparate (Fuchsinfirbung) wit Anilinobjecten, so zeigt sich, wenn man
beide der Einwirkung einer concentrirten Losung von Natriumbisulfit aussetat,
ein hiochst bemerkenswerther Unterschied. Die Anilinpraparate widerstehen
in diesem Menstruum der Entfirbung ausserordentlich lange, indem noch
nach 24 Stunden die meisten Bacillen ihre Firbung behalten. Wartet man
linger, so beginnt eine Entfirbung des Stibchens, die indessen nicht voll-
stindig ist, sondern Partien des Bacillus, die, meistens endstdndig, von ovaler
Form sind, verschont bleiben und nun durch ihre intensive Firbung scharf
hervortreten. Diese eiformigen Korper widerstehen iiberhaupt der Entfar-
bung ausserordentlich lange und habe ich selbst nach 8—10tigiger Ein-
wirkung diese Gebilde in vollster Schonheit aufgefunden'). Ganz anders
verhalten sich Wasserpriparate, indem diese schon binnen kurzer Zeit,
etwa einer halben Stunde, unter dem Einflusse des gleichen Entfirbungs-
mittels vollkommen verblassen. Bs folgt hieraus, dass die Bacillen der
Anilinmethode gegeniber bestimmten entfarbenden Agentien weit resistenter
sind und galt es, den Grund dieser Abweichungen festzustellen.

Um die Function des Anilins kennen zu lernen, schien es das Ein-
fachste, zu untersuchen, welche Korper im Stande wiren, das Anilin zu er-
setzen. Dass die Homologe des Anilins z. B. Paratoluidin, Metatoluidin ete.
sich ebenso verhalten wiirde, wie das Anilin, war a priori zu erwarten und
habe ich dies durch diesbeziigliche Versuche direct ermittelt. Interessanter
war dagegen die Untersuchung der im Ammoniakreste substituirten Aniline,
indem durch diese Substitution die Basicitit des Anilins in hohem Grade
herabgesetat wird. lch habe fir diese Versuche Monomethyl- und Dimethyl-
anilin, Monodthylanilin, Diphenylamin und Acetanilin verwendet, und ge-
funden, dass durch diese Stoffe die Tuberkelbacillen entweder gar nicht
oder nur in ungeniigender Weise dargestellt wurden. Dem entsprechend
verhielt sich auch das Paranitranilin, dessen hasische Eigenschaften durch
den Eintritt der Nitrogruppe nur wenig ausgesprochen sind, kaum wirksam.
Bs schien aus dieser Prifung zunichst hervorzugehen, dass Herabminderung
der Basicitit die Bacillen firbenden Eigenschaften vernichte. Ich glaubte -
daher, dass Verbindungen, die stirker alkalisch waren, als das Anilin, viel-

) Welche Bedeutung diesen Dingen zukommt, wage ich nicht zu entscheiden.
Auf jeden Fall geht aus dem tinctorialen Verhalten hervor, dass sie fiir schwefligsaures
Natron so gut wie vollkommen undurchdringlich gind und aus eoiner anderen Substanz
als der Rest des Bacillus bestehen miissen.
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leicht noch bessere Resultate geben wiirden als dieses und habe von diesem
Gresichtspunkte aus das Toluilendiamin und Dimethylparaphenylendiamin ge-
prift, ohne jedoch hierdurch auch nur annihernd die schénen Bilder wie mit
der urspriinglichen Methode zu erhalten. Es war schon diese Versuchsreihe
geniigend, um zu zeigen, dass die Basicititsverhiltnisse an und fiir sich nicht
far den Ausfall der Bacillenfirbuug massgebend wiren. Ich verwandte nun
Verbindungen, in denen die Ammoniakgruppe durch verschiedenartige andere
Grappen ersetzt waren und erhielt in der That mit dem Pheno! vollkommen
dieselben befriedigenden Resultate, wie durch die Anilinmethode, wéahrend
die Salicylsiure und Benzoesiiure, sowie deren Salze vollkommen im Stiche
hiessen'). Andererseits erhielt ich mit Aldehyden, wie Benzaldehyd und
Salicyldehyd und Vanillin héchst befriedigende Resultate.

Es ergab sich schon aus dieser kleinen Versuchsreihe, dass meine
urspriingliche Ansicht, als ob die Tuberkelbacillenfirbung gerade von der
basischen Beschaffenheit des Anilins abhingig wire, unhaltbar sei und
musste ich mich nach anderen Erklirungsmomenten umsehen. Bei der
chemischen Differenz, die zwischen den verschiedenartigen Korpern wie
Basen, Phenolen, Aldehyden herrschte, schien es schwer, einen ein-
heitlichen Gesichtspunkt fir die Farbungstheorie aufzufinden, und ver-
danke ich diese schliesslich einer mehr gelegentlichen Beobachtung. Als
ich eine filirirte, wasserklare Lésung von Salicylaldehyd mit etwas Fuchsin-
Aleohol versetate, blieb die Lésung zunichst kiar, wurde dann triibe und
nach 24 Stunden fanden sich dunkelrothe Tropfen in einer fast nur hell-
gelb gefirbten Flissigkeit suspendirt. Hierdurch war bewiesen, dass sich
Salicylaldehyd mit Fuchsinchlorhydrat zur einer neuen in Wasser unléslichen
Doppelverbindung einige, und war hierdurch der Gesichtspunkt gegeben,
von dem aus die Bacillenfﬁrbung mit Leichtigkeit zu erkliren war.

Wahrend Anilin und Phenol mit Fuchsinwasser die bekannte Triibung
ergaben, blieben die nicht Bacillen farbenden Lésungen, wie Dimethylanilin,

1) Herr Zieh} hat vor lingerer Zeit bekanntlich die Thatsache verdffentlicht, dass
Phenolgemische auf Bacterien firbend wirken und durch den Namen Carbolsdure ver-
_ lockt, dies als einen Beweis der Siuredurchdringlichkeit gegen meine Hiillentheorie in’s

Fe'ld gefiihrt. Die hierdurch documentirte chemische Unwissenheit ist schon von anderer
Seite gekennzeichnet worden. Ioh begniige mich, einige der unqualificirteren Invectiven
de.s Herrn Zieh] zuriickzuweisen, Der betreffende Autor hat mir vorgeworfen, dass ich
mir von ihm die Anwendung der Carbolsiure angeeignet hatte. Dem gegeniiber con-
statire ich, dass ich schon in einem Vortrage der physiologischen Gesellschaft, dem
Herr Geheimrath Koch beiwohnte und der in eine Zeit fiel, in der Herr Z. kaum wohl

einen Bacillus zu Gesicht bekommen hatte, die Carbolsiiurefé.rbung besprochen habe.
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Paraphenylendiamin etc. unter den gleichen Umstinden vollkommen Xklar,
und gelangte ich so zur Anschauung, dass nur solche Stoffe Bacillen
firbend wirken, die mit dem Farbsalze eine unlosliche, dlig sich
abscheidende Verbindung eingehen. Die Zahl der Korper, die solches
vermogen, ist sehr gross, und haben ja auch schon die Methodiker der
Recepte je nach ihrem individuellen Ermessen bald die eine, bald die andere
Substanz als die am besten wirkende hervorgehoben. Thatsdchlich ist es
ganz gleichgiltig, ob man die Bacillenfirbung mit Anilin und Carbol, Ter-
pentin und Thymol, Vanillin oder sonst einem aromatischen Oele anstelle.
Ich schliesse daraus, dass bei der Anilinmethode die entstehende Triibung
das firbende Princip sei, und ist es vielleicht nicht iiberfliissig zu unter-
suchen, worin dieselbe besteht.

Versetzt man Anilin mit Rosanilinchlorhydrat, so wire es mdglich,
dass hierdurch eine Zersetzung des Farbsalzes in dem Sinne erfolgen kinnte,
dass sich die freie, schwer ldsliche Rosanilinbase und salzsaures Anilin
bildete. Thatsachlich findet dies nicht statt, da die Rosanilinbase farblos
ist, wihrend die beim Mischen entstehende Losung eine intensiv rothe
Firbung aufweist. Wir miissen deshalb annehmen, dass Anilin nicht
im Stande sei, Rosanilinsalze zu zersetzen, und konnen den hierbei ent-
stehenden 5ligen Niederschlag nur so erkliren, dass sich Rosanilinsalz
mit Anilin zu einer schwer loslichen Doppelverbindung vereinige, wie dies
auch Benzaldehyd, Salicylaldehyd und Phenol thut. Nur solche Aus-
scheidungen, die aus Anilin und dem Salze (Chlorhydrat, Sulfat etc.)
einer geeigneten Farbbase (Fuchsin, Methylviolett) bestchen, kdnnen firbend
wirken, wie aus folgender Versuchsreihe hervorgeht.

Es giebt gewisse Farbstoffe, deren Salze durch Anilin in die farblosen
Basen umgewandelt werden. Tropfelt man z. B. Methylgriin- oder Bismark-
braunlésung in Anilinwasser, so erfolgt eine ganz nennenswerthe Entfarbung,
die die Entstehung der freien Base beweist. Derartige Losungen firben
nicht Tuberkelbacillen. Man konnte dieses Resultat in zwei Arten erkldren.

Erstens dadurch, dass die beiden Farbstoffe iberhaupt nicht im Stande
wiren, Bacillen zu firben. Es trifft solches allerdings bei dem einen von
ihnen, dem Bismarkbraun, zu, gilt aber nicht fir das Methylgrin, welches
in Carbolwasser sehr schon Bacillen firbend wirkt.

Zweitens konnte man annehmen, dass in der That die Bacillen die
Verbindung von Farbbase 4 Anilin angenommen hétten, dass wir aber,
weil eben die Farbbase ohne Bigenfirbung ist, die Farbung nicht wahr-
nehmen konnten. Ich habe, um diesen Einwand zu widerlegen, derartig mit
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Anilin-Methylgriin gefirbte Priparate im trockenen Zustande Essigsdure-
dimpfen ausgesetzt und also die Bedingung geschaffen, die fir die Genese
der Farbenbildung sicher ausreichen musste. Nichts desto weniger erhielt
ich keine Farbung und schliesse ich hieraus, dass die Bacillen nur die
Anilinfarbsalzverbindungen, nicht aber eine Anilinfarbbasenverbindung in
sich aufnehmen. Dieses Gesetz gilt nicht nur fir die basischen, sondern auch
fir die sauren Farbstoffe und haben wir speciell diese Versuche mit einer
Nitroverbindung, dem Hexanitrodiphenylanilin angestelit. Dieses Pigment,
das sich mit Anilin zu einer schwer loslichen Verbindung paart, firbt
in rein wissrigen Losungen keine Bacillen, dagegen ausgezeichnet nach
dem Zusatz von Anilindl.

-Bemerkenswerth ist es, dass nicht alle Farbbasen mit dem Anilin zu
der fir die Farbung erwiinschten Doppelverbindung zusammentreten. So
verhilt sich z. B. das Methylenblau, Saffranin etc., welche durch Anlin-
wasser in wissrigen Losungen keine Tribung erfahren. Dementsprechend
fallen die Firbungen in anilinhaltigen Methylenblauldsungen durchaus an-
ders aus als beim Fuchsin, indem die Bacillen weit schmiler und weniger
intensiv erscheinen, etwa so, wie sie mit Hilfe des urspringlichen Koch-
schen Verfahrens erzielt wurden.

Letztere Versuche sind immerhin deswegen interessant, weil sie zeigen,
dass das Anilin, selbst wenn es nicht in Verbindung mit Farbkorpern eintritt,
nichtsdestoweniger einen die Farbung begiinstigenden Einfluss ausiibt, indem,
wie dies schon Koch ausdriicklich betont hat, rein wissrige Losungen des
Methylenblaus Bacillen unter keinen Umstinden tingiren. Wir konnen uns
diese Wirkung des Anilins so erkliren, dass unter dessen Einfluss die sup-
ponirte Hille der Bacillen erst fiir den chlorzinkhaltigen und daher sauer
reagirenden Farbstoff durchgingig und so die Farbung des Bacillus durch
das Anilin ermdglicht werde.

Auch andere Korper wirken in dieser Richtung ahnlich wie das Anilin,
und scheint es fast eip allgemeines Gesetz zn sein, dass alle die Substanzen,
welche mit Fuchsin die erheischto Tritbung ergeben, an und fir sich und
2 gleicher Zeit die Bacterienhiille leichter durchdringbar machen. Ich habe
du?s. speciell fir das Phenol durch folgende Versuchsmethode erwiesen. Ros-
ilélhl;r;sul(fiosagfzs Natron wirkt.nicht .auf Bacillen, ebenso wenig eine zur Br-

g des Farbungseffects mit wenig Essigsiure versetate Lisung. Wendet
man dagegen an Stelle des Wassers eine 5 procentige Carbollosung als
i i Bt U1 0hh s mi dr shachen Essgsinee

arbung, die indessen ihrem Character: Schmalheit,
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Ausbleiben der Brillanz der Fiirbung etc. den urspriinglich Koch’schen
Bacillen entspricht. Es kann dies nicht Wunder nehmen, da das rosanilin-
sulfosaure Natron sich nicht mit dem Anilin zu der nothwendigen Verbin-
dung einigt.

Es spielt mithin das Anilin resp. seine Ersatzmittel eine doppelte
Function, indem es einerseits die Bacillenhiille durchgéngiger macht, an-
dererseits sich mit dem Pigmente zu der fiir die Brillanz der Farbung
néthigen Doppelverbindung paart. Es wird also bei meiner Methode nicht
Fuchsin, sondern Fuchsin 4 Anilin vom Bacillus aufgenommen, und ent-
spricht mithin dieses Verfahren vollkommen dem Tiirkischroth-Process, bei
welchem die mit Thonerde gebeizte Faser nicht nur Alizarin, sondern zu-
gleich auch ein Oelsiorederivat aufnimmt. Schon lange hat man die un-
vergleichliche Pracht und Echtheit der Tirkischrothfarbung auf den Ein-
tritt der Oelgruppe in den Alaunlack bezogen, und diirfen wir wohl in
ungezwungener Weise auch die Schonheit und Resistenzfihigkeit der Tu-
berkelbacillenfirbung auf den Anilingehalt der Farbe zuriickfihren. Die
Resistenz gegeniiber dem schwefligsauren Natron, die wir schon frither er-
wihnt haben, erklirt sich nun auch leicht dadurch, dass das Anilingl in
saurem schwefligsaurem Natron weder léslich, noch von ihm benetzbar ist,
und dass so in die anilingetrankten Bacillen das schwefligsaure Natron
weit schwerer eindringt, als in solche, welche nur mit wissrigen Losungen
in Beriihrung gekommen sind.

II. Ueber Sdaurebehandlung der Bacillen.

In meiner kurzen Mittheilung hatte ich angenommen, dass die Tuberkel-
bacillen eine Hiille besdssen, die unter dem Einflusse von Alkalien leicht
durchgéingig, fir Siuren dagegen undurchdringlich sei. Diese Angabe ist
von Ziehl, wie bekannt, bekimpft worden und verlohnt es sich wohl der
Miihe, des Niheren hieraut einzugehen.

Behandelt man ein diinnes, in Fuchsinanilin gefirbtes Priparat 2—3 Mi-
nuten mit reichlichen Mengen von Salpetersiure. spilt mit Wasser nach, so
erblickt man, wie allgemein bekannt ist, die Bacillen in schén rother Farbe,
wihrend alles Andere vollkommen farblos ist. Ich hatte im Anfange meiner
Versuche dieses Resultat mir in folgender Weise zurecht gelegt. Starke
Salpetersiure bildet mit dem rothen, einsdurigen Rosanilinsalze die dusserst
leichi 18stiche, gelbbraune triacide Verbindung. Ferner erlischt, wie Fir-
bungsversuche zeigen, unter dem Hinflusse der starken Sdure die Attraction

Charité-Annalen. XI. Jahrg. 9
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aller Gebilde des Korpers fir Farbstoffe und glaubte ich daher, die
isolirte Rothfirbung der Bacillen zunidchst so deuten zu sollen, dass
alle Elemente, in die die Sdure hineindiffundirte, entfirbt wiirden und dass
mithin die restirender Bacillen fiir die Sdure wundurchdringlich seien.
Herr Ziehl hat dem gegeniiber betont, dass die directe Beobachtung der
unter dem Séureeinflusse stehenden Bacillen andere Resultate ergebe. Zu-
nichst entfirbt sich das Grundparenchym, dann nehmen allmilig in zuo-
nehmender Anzahl die Bacillen die gelbbraune Farbe an, welche die Existenz
eines dreisiurigen Farbstoffsalzes und somit das Eindringen der Sdure be-
‘weist.

Der Zeitpunkt, in dem diese braune Firbung der Bacillen erfolgt, ist
ein sehr wechselnder und kann derselbe in dem betreffenden Priiparate
1—2—5—10, ja 15—30 Minuten betragen. Es geht also aus der directen
Beobachtung ohne Weiteres hervor, dass erstens die Siure langsamer in die
Bacillen als in die sonstigen Bestandtheile des Gewebes eindringe, zweitens
dass die Resistenz verschiedener Bacillen eine sehr wechselnde, und drittens
auch bei den widerstandsfahigsten eine zeitlich, etwa durch 30— 60 Minuten, be-
grenzte sei. Letaterer Umstand wird nicht auffallen, wenn man bedenkt,
dass die einwirkende Salpetersdure eine ziemlich hohe Concentration be-
sitzt und wohl geeignet ist, die diinne, supponirte Hille auf chemischem
Wege direct zu modificiren.

Behandelt man unter dem Mikroskop ein Priiparat mit Sdure, bis die
Mebrzahl der Bacillen braun geworden ist, und spiilt dann mit Wasser, S0
treten diese Gebilde wieder in schoner Farbe hervor. Fs erfolgt somit unter
Fiem Einflusse des Wassers eine Zerlegung der braunen triaciden Verbindung
in den einséurigen, im Bacillus verbleibenden Farbstoffen und frei nach
Aussen diffundirende Siure und lisst sich dies am besten so erkliren, dass
unter dem Hinflusse der Siure die Hiille des Bacillus zwar fiir das kleine
Moleciil der Saure, nicht aber fir das grossere Moleciil des vielatomigen
.Farbstoffes durchgingig geworden sei. Ich halte also meine Hiillentheorie,
wenn auch iI.l etwas modificirter Weise, aufrecht, indem ich behaupte: 1) Die
Bacillenhillle wird durch den Hinfluss yvon Alkalien, Anilin,
P‘henol durchgingiger, 2) starke Mineralsiuren durchdringen
die Haut relativ langsam, 3) die unter dem Einflusse der Saure
stehende Membran ist fir complexere Moleciile fast vollkommen
undurchgingig.

Baci]Il:n ‘i‘i’sl B‘;‘:’;‘:?shenden Abschniften }}aben wir die Eigenschaften der
nstantes, Unverinderliches betrachtet. Diese Annahme
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ist, wie ich in Folgendem zeigen werde, nicht berechtigt, indem sich neben
den ganz typischen Bacillen, deren Firbung nur unter Assistenz begiinsti-
gender Bedingungen (chemischer oder thermischer Natur) maglich ist, solche
finden, die sich schon in der Kilte in rein wissrigen event. schwachsauren
Losungen anfirben. Wie schon erwihnt, haben mehrere Autoren angegeben,
dass sich Bacillen in rein wissrigen Losungen von Fuchsin tingiren. Diese
Angabe ist allerdings in gewissem Sinne richtig, jedoch ergiebt eine farben-
analytische Untersuchung, dass nur ein geringer Theil der vorhandenen
Bacillen auf diese Weise darstellbar sei. Um das Verhiltniss der beiden
Bacillenarten gegen einander festzusiellen, empfiehlt sich folgendes Vorgehen.

Nach meiner Anschauung beruht die Firbung der meisten organischen
Gebilde und auch die der Bacillen auf einem chemischen Vorgange, indem
sich Substrat und Farbkérper zu einer den atypischen Doppelsalzen ent-
sprechenden Verbindung paaren. Die Kraft, mit der dieses geschieht, ist
bei den verschiedenen Farbkorpern eine differente und beruht hierauf das
Princip der Farbenverdringung. Nehmen wir z. B. an, dass Methylenblau
und Fuchsin im Stande sind, jedes fiir sich ein bestimmtes Gebilde, z. B.
den Inhalt eines Bacillus zu tingiren, und setzen wir den Pall, dass die
tinctorielle Kraft des Fuchsins hoher sei als die des Methylenblaues, so
wird naturgemiss bei der Concurrenz der Farbstoffe die Farbung des Ba-
Gillus eine rothe werden. Ob wir gleichzeitig beide Farbstoffe, ob wir
zuerst blau und dann roth oder umgekehrt einwirken lassen, kann hierbei
cinen Unterschied nicht machen, indem auf alle diese drei Arten roth-
gefirbte Elemente resultiren. Dementsprechend finden wir, wenn wir — um
bei den Bacillen zu bleiben — solche in heisser, wassriger Methylgriin- oder
Methylenblaulosung firben und dann heisse Fuchsinlosung einwirken lassen,
stets alle Bacillen intensiv roth gefirbt ).

—_—

") Es ist selbstverstindlich. dass man auf diesem Wege auch priifen kann,
ob irgend eine neue Bacillenfirbungsmethode wirklich eine gute sei, d. h. alle
berhaupt vorbandenen Bacillen wirklich zur Anschauung bringt. Ioh habe nach dieser
Richtung hin insbesondere die Heisswasser- und Carbolmethode gepriift und beide, was
dis Zahl der Bacillen anbetrifft, der Anilinmethode gleich gefunden, wie etwa folgende
Beispiele zeigen mogen:

1. Farbung mit Methylenblau-Anilin; kurze Essigsiurebehandlung. heisses Fuchsin-

wasser. Alle Bacillen sind roth gefarbt.

2. Firbung mit Anilin-Methylenblau, dann mit Carbolfuchsin. Alle Bacillen sind

roth. '

Es scheint nothwendig, alle event. neue zu empfehlenden Methoden auf diese Weise

in ihrey Wirksamkeit zu priifen. ge
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Es war hierdurch das Princip gegeben, durch welches die fiir neu-
trale Losungen durchgingigen Bacillen neben den typischen dargestellt
werden konnten, Firbt man z. B. ein Bacillenpriparat etc. in einer heissen
Methylenblaulésung oder in einem Anilin-Methylenblaugemisch oder in Car-
bolmethylgrin und lisst dann wissrige Fuchsinlésung einwirken, so wird
in den Bacillen, in welche rein wissrige Losungen eindringen konnen, das
Methylenblan durch das kraftigere Roth verdringt werden und wird man
dann, wenn durch geeignete Behandlung, z. B. Salpetersiure, die Grund-
farbung beseitigt wird, bei den typischen Bacillen unverinderte Blaufirbung,
bei den schon fir neutrale Losungen durchgingigen Rothfirbung finden.
Ich lasse hierfiir einige Belege folgen.

1) Carbolmethylenblau, Fuchsinwasserbchandlung, Salpetersiureentfir-
bung. Prachtvolle Priparate. Die Mehrzahl der Bacillen intensiv blan,
relativ spéirliche rein roth, einige wenige violett.

2) Carbolmethylgriin 12 Stunden, dann Fuchsinwasser, Entfirbung so-
wohl durch Natriumbisulfit als auch durch Salpetersiure. Beide Praparate
zeigen spérliche rothe, sehr reichliche blassgriine Bacillen.

3) Carbolmalachitgriin iber Nacht, Fuchsinwasser, Entfirbung durch
Natriumbisulfit. Etwa die Hilfte der Bacillen ist intensiy roth, die andere
schwach griln gefirbt. (Offenbar beruht dieser hohe Procentsatz auf einer
spéter zu besprechenden Eigenschaft des Malachitgriins.)

4) Carbolcyanin, 12 Stunden; Entfirbung durch Essigsiure; Behandlung
mit Wasser und dann mit wissriger Fuchsinlosung, Entfirbung durch Sal-
petersiure. Die meisten Bacillen sind blau, spérlichere intensiv roth.

Auch auf dem umgekehrien Wege gelangt man zu ganz den gleichen
Resultaten. Behandelt man ein in wissriger Fuchsinlosung roth gefirbtes
Priparat mit einer anilinhaltigen Methylenblauldsung und entfernt sodann
das iiberschiissige Fuchsin durch Salpetersiure und das Blaue durch Bis-
markbraun, so sieht man alle Bacillen intensiv roth gofarbt. Hs erkldrt
sich dieses scheinbar unerwartete Resultat sehr leicht dadurch, dass die Ver-
suchsanordnung eine fehlerhafte war, indem unter dem Einflusse des Me-
thylenblavanilin ein Theil des im Sputum fixirten Roih in Lésung voI-
handen war und mithin thatsichlich nicht eine Anilinmethylenblauldsung,
sondern eine auch Fuchsin enthaltende zyr tinctoriellen Geltung kam, die nach
den vorhergehenden Principien an und fiir sich Bacillen roth farbt. Es war
daher nothwendig, vor der Einwirkung der Anilinlosung alles ausserhalb den
Bacillen befindliche Roth zu entfersen upg ergab sich hierbei in der Thal
ein mit den friher erhaltenen Resultaten vollkommen iibereinstimmendes
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Ergebniss, wie folgender Versuch zeigt: Firbung mit Fuchsinwasser wihrend
2 Tage, Enifirbung durch Natriumbisulfit 1 Tag. Anilin-Methylenblau, Sal-
petersdure und saures Chrysoidin. Sehr schone, maissig reichliche, rein
rothe, ausserordentlich zahlreiche blaue Bacillen.

Erwihnen méchte ich noch, dass ich bei der Priifung einer Reincultur
auch Bacillen angetroffen habe, die sich in relativ stark saurer Essiglosung
firbten, indem die Cultur nach Einwirkung meiner sauren Héi,m?,toxylin-
losung und Entfirbung durch Salpetersiure spirliche, aber schin violette
Bacillen erkennen liess.

Auf dem von mir angegebenen Wege erzielt man mit Leichtigkeit
Doppelfirbungen, ja sogar dreifache Firbung der Bacillen, die nur in
der Weise zu erkliren sind, dass man der Hille verschiedene Eigen-
schaften zuschreibt. Am Einfachsten ist die Annahme, dass die Hiille
ebenso wie der Bacillus selbst im Laufe ihrer Existenz gewisse Aenderungen
erfahrt, die eine immer schwerere Durchdringlichkeit bedingen. Wir haben
nachgewiesen, dass bestimmte Bacillenformen schon fir essigsaure Losungen
durchgingig seien, andere fir neutrale, andere erst unter Zuhilfenahme be-
stimmter Verbindungen. Die gleiche Scala der Resistenzfihigkeit finden wir
auch bei directer Beobachtung der Salpetersiure-Wirkung, indem hier ein
Theil schon nach 2 Minuten, ein anderer erst viel spiter bis 30 Minuten
vergilbt.

Die Vermuthung liegt nahe, dass die leicht durchgéngigen Formen den
Zustinden des jungen Bacillus entsprechen und dass die Hiille, die gewisser-
massen mit der Rinde des Baumes zu vergleichen ist, allmalig sich mit den
Stoffwechselproducten des Bacillus incrustirt, die ihre Durchgingigkeit immer
mehr und mehs herabsetzen. Die erste charakteristische Eigenschaft, welche
die Hiille in der Entwicklung ihrer Zustandsinderangen erhilt, ist der Wider-
stand gegen starke Mineralsiuren und beruht die klinische Diagnostik der
Bacillen ausschliesslich hierauf. Moglich und wahrscheinlich ist es, dass
Bacillen in ihren ersten Jugendformen auch durch Sduren leicht entfdrbt
werden; jedoch konnen wir diese Formen nach den bis jetzt diblichen Me-
thoden nicht zur Wahrnehmung bringen und ist es daher nicht ausgeschlossen,
dass bei der jetzigen Behandlungsweise ein Theil und zwar der jiingste der
Bacillen unserer Beobachtung entgeht. Es wiirden sich vielleicht hierdurch
manche auffillige Befunde: spirliches Vorkommen bei Miliartuberculose etc.
in ungezwungener Weise erkldren lassen.

Zum Schlusse dieses Abschnittes mochte ich noch einige Analogien, die
twischen der Epidermis der menschlichen Haut und der Hille der Tuberkel-
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bacillen bestehen, hinweisen. Zunichst zeigt schon die mikroskopische
Untersuchung der Epidermisschappchen, dass dieselben sich mit Bezug auf
Farbung dhnlich wie Bacillen verhalten. indem die verhornten Zellen den
Farbstoff ausserordentlich lange gegeniiber der Siure festhalten. Weiterhin
scheinen auch die Resorptionsverhiltnisse beider Membranen ihnlich zu sein,
indem gerade die Losungen, welche die Hille der Bacterien darchdringlich
machen, auch von der Haut in wéssrigen Losungen leicht resorbirt werden,
wovon man sich leicht beim Arbeiten mit Carbol- und Anilinlosungen iiber-
zeugen kann.  Auch die firbungshegiinstigende Eigenschaft der Alkalion findet
an der Haut ihr Analogon, indem diese fir alkalisch reagirende Stoffe, z B.
Seifen, weit zuginglicher ist, als fiir reines Wasser oder gar saure Flissigkeiten.
Wir dirfen vielleicht, gestiitat auf diese Uebereinstimmung die specifischen
Eigenschaften des Bacillus darauf zuriickfiihren, dass seine Hiille ebenso
wie die Epidermis schwer von wissrigen Losungen benetzt werde und somit
ein Diffusionsverkehr zwischen dem Inhalte und der Umgebung nicht leicht
erfolge. Tis wiirde sich auch so der vortheilhafie Einfluss des Anilinprocesses
erkliren, indem hierbei durch den Eintritt der oligen Basis die Hille noch

mehr gefettet und somit noch mehr gegen den Eintritt von Salzlosungen,
Natriumbisulfit gefestigt sei.

II. Ueber die Nachfirbung der Bacillen.

Wohl allgemein werden die durch Salpetersiure entfirbten Priparate

nochmals mit einer zu den Bacilley méglichst contrastirenden Farbe nach-
getirbt.  Fs empfiehlt sich solche

Grundfirbung bei Sputumpréiiparaten im
Allgemeinen aus Grinden der Bequemlichkeit, indem es ja .ausserordentlich
ermiidend ist, spirliche, isolirt gefarbte Bacillen auf einem vollkommen
entfirbten Felde zu suchen (cfr. die Schwierigkeiten des Lustgarten’schen
Verfahrens). Aus diesem Grunde habe ich selbst diese Bacillenfirbung
empfohlen und wende sie auch jetat noch an. Dagegen méchte ich gegen-
iber Finkler und Prior hervorheben, dass von einer diagnostischen Be-
deutung der Grundfarbung keine Rede sein kann. Es sind die Grinde,
welche mich hierzu veranlassen, aus dem zweiten Abschnitte ersichtlich,
und méchte ich zur weiteren Characteristik betonen, dass es vielfach bei
gan difficilen  Objecten (himorrhagischen, nur in dicken Schichten ge-
winnbaren Sputen, Parenchymfetzen) vortheilhaft ist, von jeder Nach-

farbung abzusehen, indem gerade in diesen Fillen durch die Deckfarbe

ein oder der andere Bacillus dey Beobachtung entzogen werden kann.
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Ausserdem ist bei diesen Nachfirbungen stets im Auge zu behalten, dass
ein Theil der Bacillen fir wissrige, sogar fir schwachsaure Lisungen
durchgiingig ist und somit diese Fraction bei der Nachfirbung der Beob-
achtung entgehen kann. Um solches zu vermeiden, empfehle ich:

1. die Zeit der Nachfirbung nach Moglichkeit abzukiirzen,

2. die Farbefliissigkeit leicht durch KEssigsiure anzusiuern, und

3. solche Farbstoffe zu wihlen, die an und fir sich nicht im Stande
sind, in wissrigen Losungen Bacillen anzafirben, also Methylenblau nach
Fuchsin, Bismarkbraun nach Methylviolett").

Verfihrt man nach diesen Principien, so wird man wohl kaum einen
Bacillus durch die Nachfirbung verlieren, und darf ich wohl als einen Be-
weis fir die Leistungsfihigkeit und Nothwendigkeit der geschilderten Gau-
telen die Thatsache anfuhren, dass ich bei keinem der von mir untersuchten
Sputen — und deren Zahl ist eine sehr grosse — einen Fehlfall za ver-
zeichnen hatte.

T vorhergehenden Theile habe ich die theoretische Seite der Bacillen-
firbung geschildert, und ist es vielleicht nicht iiberflissig, wenn ich noch
einige kleine practische Handgriffe angebe. Zu einer guten Darstellung der
Bacillen sind besonders diinne und méglichst egale Schichten in hohem Grade
wiinschenswerth, indem diese sich viel gleichmissiger an- und entfirben
als solche, welche dickere Stellen enthalten Um dies zu erzielen —
es hilt dies nicht ijmmer leicht — bediene ich mich folgender kleiner
Hilfsmittel :

1. Gebe ich der zwischen den Deckglisern zu zerdriickenden Parcelle
eine bestimmte, leicht empirisch festzustellende Grosse, und bediene mich
dazu nicht der Microscopirnadel, sondern des Federhalters und halbseitig
durchbrochener Schreibfedern, mit denen man leicht alle Theile isoliren und
zur gewiinschten Grosse zerschneiden kaun,

2. Verwende ich dimne, nicht zu sprode Deckgliser von 0,01—1,012
Dicke, die ein leichles, gleichmissiges Zerpressen des Propfes ermdglichen.

3. Bei ganz zihen Sputen schnurren oft beim Abziehen des Deckglases
die Theilchen zu grosseren Massen zusammen, die dann schwer zu be-

1y Das Malachitgriin wird ausserordentlich hiuflig zur Nachfirbung der Fuchsin-
priparate benutzt. Ich muss dem gegenfiber hervorheben, dass unter allen Anilinfarben
das Malachitgriin offenbar am leichtesten die Bacillenhiille durchdringt (auf pag. 132)
und diirfle es sich daher empfehlen, nur ganz verdinnte, saure Malachitgriinlésung

moglichst kurz einwirken zu lassen.
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handeln sind. Tn solchen Fillen empfiehlt es sich, die beiden Deck-
gliser, zwischen denen durch Druck das Sputum ausgebreitet ist, so lange
auf die von mir angegebenen Hitzplatte in eine unterhalb 100 gel.egene
Zone zu bringen, bis eine leichte, auf Coagulation hindeutende Triibung
entsteht. Hs pflegen dann die Schichten weit gleichméssiger als vorher
auszufallen.

Fir die Firbung verwende ich gewohnlich Anilinfuchsin, in welcher
diinne Schichten 2—4 Stunden verbleiben.  Zur Entfirbung bediene ich
mich der Salpetersiure, die mit 2 Theilen einer gesittigten Sulfanilsiure-
1osung versetzt ist. Es hat dieser Zusatz den Zweck, etwa entstehe'nde
salpetrige Séure, die als gasformiger Korper #hnlich wie Jod, Chlor leicht

in die Bacillen dringt und den Farbstoff vernichtet, zu binden. Die Ent-
firbung erfolgt gewdhnlich in der Art,

nur kurze Zeit, wenige Secunden
Wasser spiile.

bis das

dass ich die Salpetersiure immer
, einwirken lasse und stets reichlich mit
Diese Procedur wiederhols ich 4—5, ja 10 Mal; so lange,

Priparat so gut wie vollkommen entfirbt worden ist, und glaube

ich, dass auf diesem Wege kein Bacillus durch die Salpetersiure vernichtet

wird. Ist dies erreicht, so wird nochmalg unter der Wasserleitung fgﬁ-
spiilt, dann mit dinner Methyienblaulésung nachgefirbt, wiederum geSQU1t;
awischen Fliesspapier getrocknet und dag Priparat schliesslich auf meiner

Kupferplatte (bei 1009 in einen durch Erhitzen verdickten Canadabalsam
eingeschlossen b}

Beobachtet man afle die genannten Cautelen
praparate, die man auf diese Weise erhilt, vollko
ich speciell nicht dje Verg&nglichkeit, iiber welch
constatiren kénnen, indem zyr Z¢it (nach 8 Jahre
gemachten Priiparate erhaltep sind und noch in v
Selbstverstindlich wipq man die von mir gesc
vollen Rigorositiit njcht in allen Fillen anzawen

nicht fir die Diagnose einer gewdhnlichen Phth
schon die Firbung in heissem

petersdure geniigt. Gang anders

——

, So sind die Bacillen-
mmen dauerhaft und habe
e so viele geklagt haben,
n) alle meine im Anfange
oller Schonheit sich zeigen.
hilderte Methode in ihrer
den brauchen, inshesondere
isis pulmonum, da hierfir
Fuchsinwasser und Entfirbung durch Sal-
liegen die Dinge bei zweifelhafien Fillen,

") Teh verwonde seit circa 6 Jah

Ten einen derartigen Canadabalsam fiir alle
Trockenpriparato. Vielen Besuchern g

oS Laboratoriums habe ich wie andere, S0
auch diese Methode gezeigt, darunter aych dem Chemiker Herrn L ehman n, der un-

mittelbar nach Publication meipes Tuberkelbacillenverfahrens von Herrn Dr. Brehmer

aus Gérbersdorf zu mir gesandt war, Hepp Potri hat diesen Umstand in seiner Mit-
theilung zy erwahnen vergessen,
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in denen von der Sputumuntersuchung und dem Bacillennachweise die ganze
Therapie abhdngig ist. In solchen Fillen ist der sichere Nachweis eines
Bacillus vollkommen fir die Diagnose geniigend. Es ist daher nothwendig,
mit der Aussersten Sorgfalt zu verfahren und jeden Schritt zu vermeiden,
der auch nur die Entfirbung eines Bacillus veranlassen konnte Ich em-
pfehle daher die stricteste Beobachtung der von mir gegebenen Regel in
allen den Fillen, in denen voraussichtlich nur héchst spirliche Bacillen in
irgend einem Untersuchungsobjecte vorhanden sind.

Im Anschlusse hieran mochte ich noch kurz die Untersuchungsweise
beschreiben, die ich bei Specialfillen befolge. An den Kliniker tritt
hiufig die Forderung heran, ob irgend ein Geschwiir tuberculds oder
nicht tuberculds sei. In vielen Féllen liefert hier die Untersuchung des
Secrets Aufschluss, in dem zahlreiche Bacillen enthalten sind. Es findet
jedoch solches nicht immer statt, wovon ich selbst mich iberzeugt
habe, und handelt es sich in diesen Fillen, den Geschwiirsgrund auf
Bacillen zu untersuchen. Man verfahrt am besten hierzu in der Weise,
dass man die Geschwiirsoberfliche geniigend reinigt und dann mit Hilfe
eines Scalpells einen Theil der Granulationen abnimmt, die dann in ge-
nauer Weise auf den Deckglisern ausgebreitet werden. ‘Bs gelingt ge-
wohnlich jedoch nicht, die Gewebsfragmente in die fiir die Salpeter-
siuremethode nothige erheischte diinne Schicht umzuwandeln und empfiehlt
sich in diesen Fillen folgendes Vorgehen:

1. Behandlung der Priparate mit wissriger Fuchsinlosung durch
24 Stunden.

2, Fuchsinanilin darch 24 Stunden.

3. Kurzes Spillen mit Alcohol, um die oberflichliche, anhaftende
Anilinschicht zu eliminiren, welche die spdter nothwendige Diffusion er-
schweren wiirde, oder

Kurze Behandlung mit Sulfanilsalpetersiure und energisches Waschen
mit Wasser.

4. Einlegen der noch mit intensiv rothem Gewebsparenchym be-
“deckten Deckglischen in eine concentrirte Natriumbisulfidlosung durch 24
bis 36 Stunden.

5. Einlegen in eine Schale kurz vorher gekochten Wassers, in dem das
iiberschiissige Sulfid, das durch Crystallbildung stort, durch Diffusion ent-
fernt wird,

6. Trocknen der Priiparate and ohne -Nachfdrben in Canadabalsam
zu untersuchen.
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Nach dieser Behandlung pflegen die Gewebspartikelchen einen leicht
rothen Hauch zu haben, der jedoch die Erkenntniss der dunkelroth gefiirb-
ten Bacillen in keiner Weise verhindert. Mit Hilfe dieser Methode habe
ich bei einem vielfach discutirten Falle von Zungengeschwiir, in welchem
mehrere Beobachter vergebens nach Bacillen fahndeten, solche in Spér-
licher Anzahl sofort am ersten Priparate nachweisen kénnen, und meine
ich, dass diese Methode in vielen Fillen, insbesondere bei Untersuchung

von lupbsen Geschwiren, Gelenkgranulationen etc. sich mit Vortheil ver-
werthen lisst.




