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C. Rezepte und Chemikalien






Desinfektion

Desogen (GEIGY)

Die kiufliche Stammlosung (10%) tolet in einer Verdiinnung von 1:20
(0,5%) die meisten Protozoen und Bakterien sofort ab. Desogen eignet sich sehr
gut zum Desinfizieren von Glaswaren, Pipetten, Objektiriigern, Inslrumenten
etc., die mit infektiésem Material in Berithrung gekommen sind, sowie zur Des-
infektion der Hinde. Neuerdings kommt Desogen auch in Pulverform
(Desogen fest) in den Handel, was den Transport iiber grofle Distanzen, spe-
ziell auch in den Tropen, crleichtert. Desogen fest wird in Wasser gelist (1 g
in 200 cm? entspricht der oben angegebenen Konzentration).

Merfen

ist speziell gegen Verunreinigungen mit Pilzsporen wirksam. Zur Desinfektion
der Haut wird die im Handel erhiltliche Stammlésung von Merfen etwa 1 :20
verdunnt, zum Desinfizieren von Laboratoriumstischen, Brutschrinken und der-
gleichen verwende! man mil Vorteil die unverdiinnte Stammlosung. Vgl. auch
das Imprignieren von Papier mit Merfen (S.384).

Nipagin

Nipagin ist ein Fungizid, das, gewissen Kulturmedien zugesetzt, schon in Kon-
zentrationen von 0,0756% bis 0,15% wirksam ist. Statt Nipagin verwendet man
neuerdings Methylum oxybenzoicum oder noch bhesser cine Mischung von Me-
thylum oxybenzoicum mit Nipasil (Propylum paraoxybenzoicum). Die Konzen-
fration muf fiir jedes Objekt ausgetestet werden, z. B. Endkonzentration von
Meth. oxybenz. 0,15% und Nipasil 0,1%.

Paradichlorbenzol

Dies ist cin leicht fliichtiges Atemgift fiir Inseklen. Das kristalline Pulver
kann zum Schutz gegen Insckienfraff z. B. in Samimlungskisten oder Versand-
schachteln eingelegt werden, wobei darauf zu achten ist, dal’ die Behiilter gut
verschlossen sind und das Paradichlorbenzol periodisch erneuert wird. Fiir das
Arbeiten im Felde ist dieser Stoff wegen seiner Fliichtigkeit weniger geeignet
(S. 384).

T hymol

Gewissen Losungen (wie Eiweiiglycerin, Puffer-Stammlésungen) werden
cinzelne Thymolkristalle zugesetzt, um das Wachstum von Mikro-Organismen
zu verhindern.
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Narkotika

(Zum Immobilisieren oder Abtdten von Arthropoden)

Aether

Die Insekten werden in ein gut verschlieBbares Gefill gebracht und ein mit
Aether getriinkter Wattebausceh zugegeben. Je nach Linge des Aufenthaltes im
Narkotisiergefiill werden die Inseklen nur voriibergehend immobilisiert oder
gelotel. Die Dauer der Behandlung variiert sehr fiir die verschiedenen Arthro-
podenarten. Das Strecken und Steifwerden der Beine ist meist ein Zeichen
dafiir, dali der Tod eingetreten ist.

Chloroform

Dieses kann wie Acther angewendet werden, aber nur zum Abtéten. Chloro-
form ist zur Narkose von Insekten nicht geeignet.

Cyankali

In Weithalsflaschen gibt man 2—3 Brocken festes Cyankali, bedeckt sie mit
Gips, legt ein Filtrierpapier obenauf und verschlieBt die Flaschen gut mit einem
Gummizapfen. Die Inscklen werden zum Abtéten in diese Ilaschen verbracht,
welche liingere Zeit benutzt werden konnen. Schr gecignet fiir Arbeit im 1elde.

Komprimierte Kohlensdure (aus Bombe)

Ein sehr gutes Narkosemilttel fiir Insekten, da auch bei wiederholter Anwen-
dung keine Schiidigungen auftreten. Man schliebt mit IHilfe eines Gummi-
schlauches eine Pipette an die Kehlensiiure-Bombe an und leitet den Strahl
direkt auf das betreffende Insekt. Dauer der Narkose ca. Y4 Stunde, hiingt
jedoch von der Insektenart ab und mul} jeweils ausprobiert werden. Zu starke
Dosen wirken auch hier todlich.

Tabakrauch

Dieser kann als Notbehelf im Felde zum Abtoten vor allem von Miicken
und anderen kleinen Dipleren angewendel werden. Man verbringl die Insekten
in ein verschlieBbares Glasgefifl und bliist je nach Grifle 2—3mal Rauch dazu.
Miicken sterben innert weniger Minuten.

Isotonische Losungen

Ii's folgt hier eine kurze Zusammenstellung der wichtigsten isotonischen
Losungen, wie sie zum Sezieren und Untersuchen von Arthropoden- und Siiuger-
organen sowie zum Verdiinnen von Blut und Serum verwendel werden.

Bei RINGER-, TYRODE- und LocCKE-Losung empfiehlt sich die Verwendung
von pro analvsi-Substanzen, da bei anderen Reinheitsgraden der Salze oft Aus-
filllungen auftreten.

Glukoselésung

Glukoselosung 4% eignel sich gut zum IFFeuchthalten von Arthropoden-
organen beim Sezieren, wiihrend Salzlésungen sich bei spiiterer histologischer
Verarbeitung oft unglinstig auf die Firbung auswirken.
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Locke-Losung (modifiziert fiir Insekten)

Natriumchlorid (NaCl) 7% 20 cm?
Kaliumchlorid (KCI) 1% 4 ¢m?
Calciumchlorid (CaCly) 1% 4 cem?®
Nalriumbicarbonat (NaHCO;3) 10% 0.4 em?
dest. Wasser ad 200 cm?®

IFalls die Locke-Losung slerilisiert werden soll, darf das Natriumbicarbonat
erst nachtriiglich zugeselzt werden, da sich sonst wasserunlosliches Caleium-
carbonat bildet.

Natriumecitrat
Nalriumeilrat 3.8% wird zur Verhinderung der Blutgerinnung verwendet.
Zum Sezieren von Insekten wird diese Losung mit physiologischer Koch-
salzlosung verdiinnt, z. B, im Verhiiltnis 1 :1. Gewisse Mikroorganismen, wie
Spirochacten, konnen jedoch bei liingerem Verweilen in dieser Losung inaktiv
werden.

Physiologische Kochsalzlosungen
Fiir Mensch und Siiuger 0,9%
Fur Insekten 0.6-07%
Man stellt am besten 10-fach konzentrierte Stammlisungen her, da diese sich

unbeschriinkt halten, wiithrend in den gebrauchsfertigen Losungen leicht Mikro-
Organismen wachsen.

Ringer-Lisungen

Insekten-Ringer 1: NaCl 054 M (= 3,15%) 290 cm?
(nach PRINGLE) KClL 054M (=—4,03%) Jem?

CaCly, 0,36 M (anhydricum = 4,0%)
(CaCly, + 6 H,O0 == 7,88%) oem®

dest. Wasser ad 1000 cm?®
Insekten-Ringer I1: NaCl (10%) io pin?
(nach Ipnirusst)  KCl (1%) 35 em’
CaCly anhydricum (1%) 21 em®
dest. Wasser ad 1000 ¢m?®
Siuger-Ringer: NaCl (10%) 80 ¢m*
KCl (1%) 20 em?
CaCly anhydricum (1%) 20 cm®
NallCO3 (10%) 2¢em?
dest. Wasser ad 1000 cm?®

Tyrode-Losung

(nach LEHMAN und PAFF 1942)

NaCl (10%) 80 em®
KCl (1%) 20 em?
CaCl, (anhydricum 1%)) 20 cm?®
MgCly (+6H,0 1%) 10 em?
NaH,PO, (1%) g
NaHCO; (10%) 3 em®
Glukose lg

dest. Wasser ad 1000 em?®

Das pH dieser Losung liegt bei 7.4.
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Aufbewahren und Versand von Insekten

Insekten miissen, je nachdem sie fiir Bestimmungs- oder histologische Zwecke
Verwendung finden sollen, verschieden behandelt werden.

i) Trocken

Verschiedene Insekten kénnen nach Fixierung in Alkohol oder FFormol nicht
mehr fiir Bestimmungszwecke verwendet werden, da charakteristische Pig-
mentierungen und Zeichnungen dabei verlorengehen (Glossinen., \nophelen).
In solchen Fillen ist trockenes Aufbewahren zu empfehlen. Die frischabge-
téteten Tiere werden gut getrocknet (z. B. unter einer Glithlampe) und dann
sorgtiiltig zwischen gefaltetes Seidenpapier oder Zellstoff eingelegt, wobei Beine,
IFliigel, Palpen usw. moglichst so angeordnet werden, dall die fiir die Bestim-
mung wichtigen Partien (Fliigelbeschuppung, Tarsenfiirbung) gut sichtbar sind
und die verschiedenen Korperanhiinge nicht abbrechen konnen. In dieser Weise
mul} auch die Verpackung vor sich gehen. Die zwischen Papier liegenden Insek-
ten kommen in ecine Schachtel, deren Boden sorgfiltig mit einigen Lagen Zell-
stoff gepolstert wurde. Sie werden, unter Vermeidung von starkem Druck. dicht
libereinandergelegt, damit die Schachtel beim Transport schiittelfrei bis oben
ausgefillt wird. Gilinstig sind Schachteln mit Schiebdeckel, wie Sireichholz-
schachteln; Datum und Fundort sind zu vermerken. Es ist zu empfehlen, das
zur Verpackung verwendete Papier zum Schutz gegen Schimmel und Insekten-
fral vorher zu impriignieren. Es wird hiezu mit einer Mischung von Merfen
+ DDT (10%) getrinkt und dann getrocknet. Auch festes Paradichlorbenzol
kann zur Not verwendel werden (vgl. S. 381).

Nach einer anderen Methode, die aber viel mehr Platz beansprucht, werden
die betreffenden Insekten mit einer feinen Insektennadel aufgespieBt, die an
cinem kleinen Kork- oder Kartonstiickehen befestigt ist. Dieses Stiickehen Kork
oder Karton wiederum wird mit einer Stecknadel an der Unlerseite eines Kork-
stopfens befestigt, der genau auf eine kleine Glastube paBt. Die Weite der Tube
mufl so gewiihlt werden, dal} das befestigle Insckt nirgends anstolit.

b) Feucht fixiert

Die Gefille, in denen fixierte Insckten versandt werden, am besten Glas-
tuben oder bei groBeren Mengen Weithalsflaschen, miissen bis oben mit Fliissig-
keit gefillt sein, um Beschadigungen der Insekien zu vermeiden, die dann ent-
stehen, wenn die Objekte durch eine Luftblase hin- und hergeworfen werden.
Ein Papierstreifen, auf dem mit Bleistift oder Tusche alle wichtigen Daten
vermerkt sind, sollle jedem einzelnen Gefiil beigegeben und dieses danach gul
verschlossen werden; Korkzapfen paraffiniert man am besten durch kurzes
LEintauchen in geschmolzenes Paraffin und dichtet sie mit Klebe-Streifen nach
auflen ab.

Herstellung von mikroskopischen Préparaten

Reinigen der Objekttrdger

Objekttriiger miissen vor Gebrauch sorgfiltig gereinigt und entfetiet werden.
Neue Objekttriiger werden zum Intfetten in hochprozentigen Aethvlalkohol
oder noch besser in eine Mischung von Aether-Aethanol (1 :1) eingelegt. Schon
gebrauchte Objekliriiger miissen vorher gereinigt werden; am besten cinlegen
in Seifenwasser, abreiben, gut wiissern und nachspiilen mit destilliertem Wasser.
Vor Gebrauch mit sauberem Lappen abreiben, um Staubschicht zu entfernen.
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1. Peripheres Blut
«a) Blutentnahme

Ohrliippchen oder Fingerbeere, bei Siuglingen evll. grolie Zehe mit Alkohol
(952;) desinfizieren. Erst wenn die Haut vollstiindig trocken ist, mit scharfem
Instrument (Nadel. T'eder, Lanzetimesserchen, Schnepper cte.) ca. 3 mm tief
punkticren, damit ein freiflicBender Blulstropfen austritt. Wird das Stech-
instrument an einem Korkzapfen befestigt und in eine kleine Flasche mit
Alkohol (95%) eingelauchl, kann es jederzeit transportiert und sofort benutzt
werden.

b) Nativpriparat

Ein elwa stecknadelkopfgrobier Blulstropfen wird mit dem Objekttriger ab-
genommen, mil einem kleinen Tropfen isotonischer Nalriumcitratlosung (3,8%)
vermischt, mit cinem Deckglas cingedeckt und sofort beobachtet. Je nach Er-
regerarl absuchen bei starkem Abblenden, oder noch besser mit ililfe von Dun-
kelfeld (spez. Spirochaeten) oder Phasenkontrast (z. B. Plasmodien, Trypano-
somen elc.).

¢) Blutausstrich und «Dicker Tropfens (Fig. 17)

Zur Darslellung der PParasilen im peripheren Blut bedient man sich der
Methode des Blutausstriches oderdesdicken Tropfens. Im Aus-
strich wird das Blul zu einem diinnen, durchsichtigen Filmm ausgebreitel, in
welchem die einzelnen Blutzellen in einer Schicht nebenecinander liegen. Dabei
kommt nur eine relaliv geringe Blutmenge zur Untersuchung, doch bleiben
Blutzellen und Parasiten unbeschiidigt erhalten, so dal} ein genaues Studium
der cinzelnen Formen moglich ist.

Die Technik des dicken Tropfens eignel sich fir diagnostische
Zwecke, wo Zeit gespart werden mull. Sie geht darauf aus, eine moglichst grofie
Blutmenge auf kleinstem Raum mikroskopisch untersuchen zu konnen. Nach
dieser Melhode kann in derselben Zeit bis 50mal mehr Blut kontrolliert werden
als im Blulausstrich, was auch bei geringer Parasitendichte eine relativ sichere
und rasche Diagnose erlaubt. Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dall der
mehrschichtige Blulbelag des dicken Tropfens haemolysierl werden muld, um
die fiir die mikroskopische Betrachtung notwendige Durchsichtigkeit zu erhal-
ten. Bei der Ilaemolyse werden aber Blulkdérperchen und Parasiten vielfach
deformiert, wodurch auch dem Geiibten eine sichere Unlerscheidung der ver-
schiedenen Parasilen-Arten (z. B. Plasmodien) sehr erschwert wird., Es emp-
fiehlt sich deshalb, bei jeder Blutuntersuchung aul Parasiten beide Methoden
gleichzeitig anzuwenden, entweder auf 2 verschiedenen oder bei Massenunter-
suchungen am besten auf dem gleichen Objekttriiger (sog. kombinierte Priipa-
rate; I'ig. 17 rechts). Fiir jede Diagnose sollten im Minimum gleichzeitig zwei
Priparate angefertigt werden, und dies wiederholt an verschiedenen Tagen und
zu verschiedenen Tageszeiten; bei Filarien z. B. auch nachts, um nocturne For-
men, wic Wuchereria bancrofti, nachzuweisen.

Herstellung des Blutausstriches

Ein kleiner, stecknadelkopfgrolicr Blutstropfen (der ersle, oft mit Gewebe-
saft verdiinnte, wird abgewischt) wird mit einem Objekttriiger — ohne die Haut
zu beriithren — sorgfiiltig abgenommen und mit einem zweiten Objekttriiger
oder einem geschliffenen Deckglas ausgestrichen. Der Ausstrich soll zwei Drittel
des Objekttriigers bedecken. ein Drittel wird fiir den dicken Tropfen reserviert.

Objekttriiger horizonial in der linken Hand halten und mit der rechten
Hand dic Schmalseite des Ausstrichglases in einem Winkel von elwa 45 auf

% s
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Herstellung eines Ausstrichs und eines dicken Tropfens
(Vgl. Text)

Technique du frottis et de la goutte épaisse

Technique of Thick and Thin Blood [Films
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den Objekttriger aufsetzen und sorgfiilltig an den Rand des Bluttropfens heran-
fithren (siehe Fig. 17). Man wartet, bis das Blut sich lings der Kante des Aus-
strichglases verteilt hat, und zieht dieses dann langsam und gleichmillig tber
den Objekttriager hin. Wichtig ist, dafi der Tropfen nicht zu groll ist, damit
das Ende des Ausstriches auf dem Objekttriiger Platz hat. Dies gilt auch
fiir die seitlichen Riinder, da sich die Parasiten vorwiegend an den Rand-
partien und am diinnen Ende des Ausstriches ansammeln. Es ist deshalb
zweckmiilig, zum Ausslreichen cinen Objekttriger zu beniilzen, bei welchem
durch Abschneiden oder Abbrechen der Ecken die Ausstrichkante verkiirzt
wurde. Ferner sind geschliffene Objekitriiger zu empfehlen, da sie der Unter-
lage besser anliegen und dadurch gleichmiiBigere und diinnere Aussiriche er-
geben. Gewdhnliche Objekttriger kann man selbst mit Sandstein abschleifen.
Zum Ausstreichen eignen sich auch gut Deckgliiser von Blut- oder Liquorzihl-
kammern.

Im Idealfall sollte der ganze Blutfilm nur aus ciner Zellschicht bestehen
und bei normaler Luftfeuchtigkeit in wenigen Minuten lrocken scin. Die Be-
zeichnung und Datierung der Priparate kann mit einem Schreibdiamanten
am Rand des Objektiriigers, am einfachsten aber mit einem spitzen Bleistift
an der dicksten Stelle des Ausstriches eingekratzt werden.

Herstellung des «Dicken Tropfens»

Mit dem freien Drittel desselben Objektiriigers (die Kombination mit dem
Ausstrich ist natiirlich nicht obligatorisch, hat sich aber fiir diagnostische
Zwecke schr bewiihrt) werden ein grioflerer oder mehrere kleine Blutstropfen
abgenommen, der Objektlriiger horizontal gehalten und das Blut mit einer Ecke
des Ausstrichglases zu einem runden Fleck ausgebreilet. Durch einen richtig
ausgebreitelen dicken Tropfen sollte Druckschrift eben noch lesbar sein. Zu
dicke Tropfen splittern leicht ab und lassen sich schlecht anfiirben, zu diinne
reichern spiirliche Parasiten nicht gentigend an. An der Luft trocknen lassen
(ohne Erwiirmen!). Trocknungsdauer je nach Klima 2 bis 24 Stunden. Dabei
muf} darauf geachlet werden, dali die Priiparate vor Staub und IFliegen ge-
schiitzt sind. Fliegen selzen sich mit Vorliebe auf Ausstriche und dicke Tropfen
und lecken mit ihrem Riissel die roten Blutkérperchen auf; mit dem Staub
konnen, besonders in den Tropen, Bakterien und Pilzsporen auf die Blutschicht
gelangen und die Diagnose erschweren.

2. Organe
«) Ausstrichpriparat

Von Malerial, welches durch Lumbal-, Leber- oder Milzpunktion gewonnen
wurde, konnen ebenfalls Ausstriche hergestellt werden. Lumbalpunktat kann
wic Blul ausgestrichen werden. Milz- oder Leberpunktat wird mit einer Pla-
tinose oder einem Spatel zu einer moglichst diinnen Schicht verstrichen. So
gewonnene Priparale konnen nach Trocknen wie Blutausstriche fixiert (S. 388)
und gefirbt werden.

b) Tupf- und Quetschpriparate

Zum Nachweis von Parasilen in Organen und Geweben (Biopsie- und Aulop-
sicmaterial) kann die zeitraubende Herstellung von Schnittpriiparaten umgan-
gen werden. Je nach Konsistenz des Organes lassen sich Tupf- oder Quetsch-
praparate herstellen. Der Aufbau der Organe ist in diesen Priiparalen nicht
mehr erkennbar, aber die Parasiten bleiben gut erhalten. Diese Methode hat
noch den Vorteil, dal man die beim Einbetten stets erfolgende Schrumpfung
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der Zellen vermeiden und die gleichen IMirbemethoden wie im Blutausstrich
anwenden kann.

Zur Herslellung von Tupfpriparaten (besonders geeignet fiir Organe
wie Milz und Leber) verwendet man kleine Gewebesliicke ven ca. 5 mm Durch-
messer. Die frische Schnittfliiche wird cinige Male auf Filtrierpapier abgetupflt.
um iiberschiissiges Blut zu entfernen, wobei man das Gewebesliickchen am
besten mit einer anatomischen Pinzelle festhiilt. AnschlieBend lTeichtes Auf-
tupfen auf entfetlieten Objektiriiger; man setzt am besten mehrere Tupfen neben-
einander, Nicht slark pressen, da die Zellen sonst zu sehr deformicrt werden!
Trocknen lassen, 3 Minuten mit Methylalkohol fixieren und wie Blutausstriche
[iirben.

Von relativ weichen Organen, die keine schonen Tupfpriiparale ergeben, z. B.
Hirn und Knochenmark, kéonnen Quetschpriparate hergestellt werden.
Ein etwa 5 mm?® grolies Gewebestiickchen wird zwischen zwei entfettete Objekt-
triiger gebracht, dic man stark zusammenprelit und dann rasch iibereinander-
gleitend auseinanderzieht. Man erhiill gleichzeitig zwei relativ diinne Ausslriche,
die wie Blutpriiparale weiterbehandelt werden kinnen.

Aufbewahren und Versand der Prdparate

Zum Aufbewahren und Verschicken ungefirbter Priiparale eig-
nen sich auch in den Tropen am besten die folgenden Methoden: Fiir Ausstriche
ist, falls moglich, eine Iixierung in Methylalkohol {wenn nicht vorhanden, auch
in Aethylalkohol 100%. S. 392) die beste Garantie, da dann auch nach Monaten
noch ecine befriedigende Firbung gelingen kann. Aber auch unfixierte, trockene
Ausstriche konnen, wenn man je zwei Priiparale Schicht aul Schicht, dicht mit
Papier umwickelt, Lingere Zeit aufbewahrt und gut weiterverarbeitet werden.
Dicke Tropfen werden zu liingerer Aufbewahrung zweckmiillig nach dem An-
trocknen mit destilliertem Wasser haemolysiert und dann fixierl. FFir alte
Priiparate, die sich meist stark blau tberfirben, empfiehlt Greysa die nach-

trigliche Differenzierung mit Nall,POy, (s. S. 400).

¢) Schnittprdiparate

Zur Darstellung der genauen Lage der Parasiten in den verschiedenen
Organen werden am besten Paraffinschnitte hergestellt. Das hierzu verwendete
Material sollte moglichst rasch fixiert werden. Die Wahl des Fixiermittels richtet
sich meist nach der Farbung, mit der man spiiter die verschicdenen Parasiten
darstellen mochte. IFalls bei den spezifischen IYirbungen nichis anderes ver-
merkt ist, sind besonders CArNOY und DusoscQ zu empfehlen. Genaue Angaben
tiber Einbetten und Herslellen von Schnitlen finden sich in Spezialwerken wie
LLANGERON (Paris 1942), RoMEIs (Miinchen 1948) elc.

3. Kotausstriche
a) Nativprdparat
Mit Holzstibchen oder Platindse wird eine ca. slecknadelkopfgrofic Stuhl.
menge resp, Kulturmaterial auf einen Objektiriiger gebracht und mit einem
Deckglas zugedeckt. Deckglas leicht anpressen, damit das Priiparat moglichst
diinn wird. Je nach Konsistenz der Fackalien mufl mit etwas physiologischer
Kochsalzlosung oder Wasser verdiinnt werden (s. auch S.282f)).

b) Dauerprdparat

Mit Holzstabchen oder Platintse wird wie fiir das Nativpriparat cine Kot-
oder Kulturprobe auf einen entfetteten Objektlriger gebracht und zu e¢iner mog-
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lichst diinnen Schicht ausgebreitet. Besonders schine Priiparate von lmoeben
aus Kulturen erhiilt man nach der Methode von DOBELL, indem man Deck-
glaschen in die Kulturen einlegt, auf welchen sich die Trophozoiten ansammeln
und herumkriechen,

Da die Feuchtfixierung (S. 282 und S. 394} die besten Resultate ergibt, mul}
man sorgfiltig darauf achten, dall der Ausstrich in die Fixierfliissigkeit ge-
taucht wird. sobald der Rand leicht angetrocknet. der Hauptteil aber noch
feucht ist.

Da albuminfreies Material in Berliihrung mit der heiflen SCHAUDINN'schen
Losung sich leicht abldst, mull es entweder mit Serum vermischt oder auf
Objekttriger verbracht werden, welche mit Eiweifiglvcerin vorbehandelt wur-
den. Letztere Methode eignet sich auch zum Monlieren diinner Epithelschichlien
von Schleimhaulbiopsien.

Anreicherung zum Nachweis spiirlicher Erreger

1. Im peripheren Blut

Zenlrifugationsanreicherung
vor allem zum Nachweis von Trypanosomen und Spirochaceten.

5—10 em? Citratblut werden bei einer Tourenzahl von 1500/Minute wiithrend
10 Minuten zenltrifugiert. Das Plasma mil den darin enthaltenen Leukocyten
und Parasiten wird sorgfiilltig dekantiert und nochmals 10 Minuten hei 1500
Umdrehungen zenlrifugiert. Wieder dekantieren und ein drittes Mal zentrifu-
gieren: 15—20 Minuten bei einer Tourenzahl von 1800—2000/Minute. Das Sedi-
ment der 2. und 3. Zentrifugation wird sofort direkt beobachtet (Trypanosomen
noch beweglich!). Iis kénnen auch Ausstriche hergestellt, mit Methvlalkohol
fixiert und nach Giemsa gefiirbt werden.

2. Im Lumbalpunktat

Zum Nachweis von Trypanosomen in spiiteren Stadien der Infeklion wird
hiufig die oben beschriebene Zentrifugationsanreicherung auch fir das Lumbal-
punktat angewendet.

3. Im Kot: Anreicherung von Prolozoencysten

Wir wiihlen aus den vielen, bewithrten Rezeplen, die sich zur Anrcicherung
von Protozoencysten wie auch gleichzeitig von Helmintheneiern eignen, die
beste Methode fiir Routine-Arbeit in ecinem modern ausgeriisteten Laborato-
‘tium (a) und eine cinfache Technik, die sich ohne Zentrifuge auch unler primi-
tiven Verhilltnissen (b) durchfiithren Lif3t.

a) Formalin-Triton-Aether-Zentrifugieruny
(mod. nach MALDONADO)

— In cinem graduierten Reagenzglas 5 em3 Formol (10%) mit einem Tropfen
«Triton NE» (Netzmittel, hergestellt durch Rony und Haas Company.
Philadelphia, Pa.) vermischen.

-~ 1em?® Faeces zusetzen und mit einem Holzstiibehen oder Glasstab zu einer
maoglichst feinen Emulsion verriihren.
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— Suspension durch 4 Lagen feiner Gaze in ein konisches 15 em®-Zentrifugen-
glas filtrieren, wobei die Gaze im Trichter gut ausgepreB3t werden soll.

— Dem Filtrat 5 e¢m3 Aether zusetzen, das Zentrifugenglas gut mit einem
Gummizapfen verschlieBen und kriiftig durchschiitteln.

— 1 Minute bei einer Tourenzahl von 2000/Min. zentrifugiceren.

— Uber dem Sediment, an der Formol-Aether-Grenze bildet sich ein Detritus-
Pfropf, welcher mit einem Holzstiibechen von der Glaswandung abgelést
werden mul. Darauf wird der ganze Detrituspfropf mit der {iberstehenden
Fliissigkeit abgegossen und die Innenwandung des Glischens mit einer
trockenen Gaze sorgfiilltig reingewischt.

— Das Sediment am Grunde des Glischens wird danach mit einem (fiir quan-
titative Bestimmung genau abgemessenen) Tropfen physiologischer NaCl
verdiinnt und mit eciner Pipette zur Untersuchung auf den Objektiriiger
gebracht.

(Zur quantitativen Auswertung unlersuchl man immer dieselbe Menge pro
Priiparat, z. B. 0,075 cm?®.)

Diese Methode hat gegeniiber der tiblichen, ebenfalls sehr guten Zinksul -
fat-Zentrifugierung den grolen Vorteil, dal die zentrifugierlen Pro-
ben nicht sofort, d. h. fiir Protozoencysten innerhalb ciner Stunde, untersucht
werden miissen, sondern dall das Konzentrierungsgemisch gleichzeitig fixiert
und somit das Material nach beliebiger Zeit verarbeitet werden kann.

b) Zucker-Flottier-Methode
— Emulgieren von 1 g Facces in 3 em? Zuckerlosung in Zylinderglas.
- Glas bis zum Rande milt Zuckerlosung auffiillen, mit einem Stibchen gul

verriithren und die grofen Detrituspartikeln herausfischen.

— Deckglas aufl die Oberfliiche der Zuckerlosung legen und withrend 20 Mi-
nuten dort liegen lassen.

— Deckglas mit der nassen Seite nach unten auf einen Objekliriger bringen
und untersuchen.
Fir Protozoencvsten ist bei beiden Methoden der Zusalz von

LucorL’scher Losung zum fertigen Priaparat zu empfehlen.

Fixierungsmittel

Aethanol ([iir Arthropoden geeignet)
(= Aclhylalkohol 100 % oder absoluler Alkohol)

Alkohol kommt zum Iixieren in Konzentralionen von 70—85%) zur An-
wendung. Das Material kann in Alkohol fixiert und gleichzeilig unbeschriinkl
darin aufbewahrt werden. Bei liingerer Aufbewanhrung mull der Alkohol regel-
milig nachgefiillt werden, da dieser auch bei gut abgeschlossenen Geliffen mil
der Zeit verdunstet.

In Sammlungen bewiihrt sich folgende Methode sehr gul: Die kleinen
Glastuben, in welchen die einzelnen ODbjekle untergebracht sind, werden bis
zum Rand mit Alkohol gefiillt und dann mit Waltte verschlossen. Darauf
werden ecine Anzahl solcher Tuben in einem gréferen Sammelgefiill, welches
cbenfalls mit Alkohol gefullt ist, Offnung nach unten, eingestellt. Selbst
wenn der Alkohol im Sammelgefifl bis auf eine geringe Bodenschicht ver-
dunstet, sind doch die Objekte in den Glastuben vor Austrocknung geschiitzt.
Bei dieser Anordnung gentigt es, die Sammelgefiiic zwei- bis dreimal jithrlich
nachzufiillen.
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Carnoy
Absoluter Alkohol 60 cm?®
Chloroform 30 e¢m?®
Eisessig 10 em®

Die drei Losungen werden unmittelbar vor Gebrauch gemischt. CARNOY
dringt rasch in die Gewebe ein. Objekte von 1—2 mm Dicke sind schon nach
einer Stunde, solche von 3—5 mm Dicke nach 35 Stunden fixiert. Nach der
Fixierung koénnen die Priiparate direkt in absoluten Alkohol iibertragen werden.
Material, welches nicht sofort weiterverarbeitet werden kann, wird am besten
in Alkohol 80% aufbewahrt.

Cova-Gareia (fiir Eier von Stechmiicken)

Gummi arabicum puly. 3¢
Formol: Kochsalzlésung (0.8%) 1:10 100 cm?
Glycerin 2 em?®

Die Ilier werden aus Wasser direkt in diese Mischung tibertragen (Alkohol
erzeugt Schrumpfungen, speziell der Schwimmkammern bei Anopheles-Eiern).

Duboscq
Alkoholische Pikrinsiure 0,75% 10 Teile
(Die Pikrinsiure wird in
Alkohol 85% gelbst.)

Formol 40% 4 Teile
Eisessig 1 Teil

Unmittelbar vor Gebrauch werden die drei Losungen gemischi. DuBoscQ
eignet sich besonders zur IYixierung von schwer durchdringbaren Objekten
(z. B. Arthropoden}. Nach der IMixierung werden die Priiparale in Alkohol
80—907% iibertragen.

Entsublimieren

Bei der I'ixierung mit sublimathalligen Gemischen kiénnen Niederschlige
entstehen, die am Dbesten gleich nach der Iixierung entfernl werden, indem
man die Priiparate in einer alkoholischen Jod-Jodkali-Lisung auswiischt: Organ-
stlicke 30—60 Minuten, Ausstriche und Schnitte 10—20 Minuten,

Man setzt Alkohol 70-—80% so viele Tropfen ciner alkoholischen Jod-Jodkali-
Losung (z. B. LucoL) zu, bis er eine kognakbraune Farbe zeigt. Anschlie8end
wird in Alkohol 70% kurz ausgewaschen und mit Natriumthiosulfat 0.25%
nachbehandelt zur Iintfernung der Jodreste. Das Natriumthiosulfat wird mit
Wasser ausgewaschen,

Formol
(fiir feinere histologische Untersuchungen wenig geeignet)
Zur I'ixierung wird das kitufliche Formol (= FFormaldehyd 40%) mit Brun-

(= 1%) verwendet. In Losung {4%) konnen Objekte lange Zeit aufbewahrt
werden,
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FFormol, neutral

a) Man lilit FFormol in ciner braunen Flasche tiber einer 1 2 ¢m hohen
Calciumearbonat-Schicht mindestens 24 Stunden stehen. wobei man anfangs
einige Male kriiflig umschiittelt.

b) Neutralisieren mit Natronlauge (NaOH) oder Soda. Die Reaktion kann
durch Zusatz von cinem Tropfen Neutralrot (0,1%) oder mit Lackmus-Papier
kontrolliert werden.

Neutrales Formol wird hiiufig zur Fixierung von Material verwendet, das
spiter mit Silber impréigniert werden soll.

Helly
Stammlésung: Kaliumbichromat 25¢
Natriumsulfat 1 g
Sublimat 5o
dest. Wasser 100 em?

100 ecm® der Stammldsung werden unmittelbar vor Gebrauch mit 5 cm® For-
mol gemischt, Die IFixierungsdauer betrigt etwa 1—6 Stunden, anschliellend
mufl mit Brunnenwasser griindlich ausgewaschen werden. Vor der Fiirbung
mull das Material entsublimiert (S. 391) werden.

MacGregor (fiir Larven von Stechmiicken)

FFormol 4% 100 em?
Glycerin 2.5 em?®
Borax 3 g

dest. Wasser 1000 em?®

Dic Larven werden in heilem Wasser abgetdlet und dann sofort in obiges
Gemisch tibertragen. Dieses Medium verhindert das Ausfallen der fiir die Be-
stimmung wichligen Borsten und Haare.

Methanol (- Methyialkohol)

Gebriiuchlichstes  Fixierungsmittel fiir  Ausstrich-, Tupf- und Quetsch-
priparate, die spiiter mit einem der ROMANOWSKY-Gemische gefiirbt werden
sollen. Ausstriche werden 3 Min. in Methanol gestellt oder mehrmals libergossen
und an der Luft getrocknet.

M.1F.(Merthiolate - lodine - Formol)

nach SAPERO und LAWLESS (1953)
Zur Fixierung und Iirbung von Darmprotozoen.

a) Kotausstriche

Stammlésungen: I. Merthiolat-Tinktur (No.99. Lillv, 1 :1000)
1I. LuvGoL’sche Losung 5%
III. Formol 409

Diese drei Stammlosungen werden gemischt im Verhiilinis:

LucoL 10-—15 Teile
IFormol 10—15 Teile
Merthiolat ad 100 Teile

Je grofer der Jodanteil, desto rascher fiirben sich die Priiparate. Anderer-
scits werden die Priparate bei langsamerer IFirbung - - mit etwas weniger Jod
— schoner.
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Man gibt auf einen Objekttriiger einen Tropfen der M.LF.-Mischung und
einen gleich groBen Tropfen dest. Wasser, vermischt die beiden und setzt mog-
lichst frischen Stuhl zu (nicht zuviel!). Evtl, kann man die Priparate mit Pa-
raffin. Vaseline oder NoveEr-Paste abdichten. damit sic nicht austrocknen.

b) Gropere Kotproben

Stammlosungen: 1. desl. Wasser 250 em®
Merthiolat (Lilly, 1 : 1000) 200 em?®
FFormol (40%) 25 em?®
Glycerin 5em”

Diese Losung muly in einer braunen Flasche aulbewahrt
werden.
I1. frische LLuoL’sche Lisung 5%

Die beiden Losungen werden unmittelbar vor Gebrauch gemischl. z. B. 9.4 em?®
Stammlosung I mit 0.6 em® Stammlésung I1 pro 1 cm® Facces. Das Plasma firbt
sich gelb bis rosa, die Kernsubstanz dunkelbraun bis schwarz. Die Stammloésun-
gen sind einige Wochen haltbar, die Mischung dagegen hochstens 6 8 Stunden
(wenn gut verschlossen).

Pampel's I'liissigkeit ([ir Fliegen und Miicken)

Ilisessig 4 Teile
IFormol 109 6 Teile
Absoluter Alkohol (evtl. 96%) 15 Teile
Wasser 30 Teile

In dieser Losung kénnen die Insekten fixierl und aufbewahrt werden. Iline
nachtrigliche histologische Verarbeitung ist moglich.

Polyvinylalkohol PV A (fir Darmprotozoen)
nach BROOKE und GOLDMANN (71949)

SCHAUDINN sche Losung (S. 394) 93.5 cm?®
Glyzerin 1.bem?
Ilisessig 5 cm?

Zu diesem Gemisch werden bei Zimmertemperatur 5 g pulverisiertes IKlvanol
DUPONT 90—25 zugesetzt. Dann wird unter stetem Umriithren langsam auf 75" C
erwiarmt, bis eine klare Losung vorliegt. Die Fixierfliissigkeit ist nach Abkiihlen
auf Zimmertemperatur gebrauchsfertig und hilt sich mehrere Monate.

Eine Probe moglichst frischen Kotes wird mit der doppelten bis dreifachen
Menge PVA gut vermischt. Ausstriche kdénnen noch nach mechreren Monaten
hergestellt werden. Ilin Tropfen des fixierten Kotes wird aufl einem entfetieten
Objektlriger diinn ausgebreitel und kann nach volligem Trocknen und Iintsubli-
mieren (5. 391) wie ein IFrischpriiparat geficrbt werden.

Regaud
Kaliumbichromat (3%) 4 Teile
FFormol 1 Teil

Kurz vor Gebrauch werden die beiden Losungen gemischt und wiihrend 4 Ta-
gen fixiert, wobei die Losung tiiglich erneuert wird. Anschliefiend gibt man die
Objekte withrend 8 Tagen in Kaliumbichromat (37%) und wiissert zuletzt noch

24 Stunden.
Diese elwas langwierige FFixierung gibt sehr gute Resultale fiir die Darstel-



394 Rezepte und Chemikalien

lung gewisser IFeinstrukturen bei spiiterer HEIDENDAIN-Farbung oder LEVADITI-
Silberimpriignation (Spirochaeten, vgl. S. 402).

Schaudinn ( fiir Darmprotozoen)

gesiiltigte, willirige Sublimatlosung 2 Teile
absoluter Alkohol 1 Teil
Eisessig ca. b em® auf 100 cm® Losung

Unmilttelbar vor Gebrauch werden die drei Losungen gemischt und auf 60 bis
70" C erwitrmt. Aussiriche werden feucht fixiert, nur der Rand sollte Ieicht
angelrocknel sein, da sonst die Schicht gerne abschwimmt. Die nach unten
gekehrten Priiparate werden mit der heillen Losung unterschichtet. Die Iixie-
rungsdauer betriigt rund 20 Minuten. Anschlicfend werden die Priparate dirckt
in Alkohol 70% tubertragen, in welchem sie unbeschriinkte Zeit aufbewahr!
werden konnen. Vor dem Mirben miissen die Priiparate entsublimiert (S, 3911
und gut gewiissert werden.

Firbungen

Gram-I"irbung

Diese IMirbung gibt cine spezifische Reaktion mit Lipoproteiden. Grast-
osilive Bakterien firben sich blaus arz, GradM-negative dagegen rot an.
vositive Bakterien firben sich blauschwarz, Grasi-negat lagey |

[. Genlianaviolett-Stammlosung: Gentianaviolett Hrg
Alkohol 969 500 em?
1. Karbolwasser: Alkohol 969 110 em?®
Phenolum liquefactum 110 em®
dest. Wasser ad 1000 cm?
II1. Gebrauchsfertige IFarblosung: Losung 1 5 em®
Losung I1 50 em?®
dest. Wasser 50 em?®

IV, LucoLsche Losung: Kaliumjodid (K.J) 2g
dest. Wasser 5 em?®

zu dieser Losung gibt man

Jod lg

dest. Wasser ad 300 cm®

V. Fuchsin: Stammlosung, gesittigt in Alkohol 96727, diese wird zum Gebrauch
1:10 mit dest. Wasser verdiinnt,

Ausfithrung der Férbung
Fiarben mit Gentianaviolett (I11I) withrend 2—3 Minulen
nach Abgielien direkt in LuGcoL’sche Lisung, 2- -3 Minuten
Lucor’sche Lisung abgiclien
tiberschiissige Farbe mil Alkohol 9597, cevll. mit Zusatz von 3% Acelon.
entfernen
mit Wasser spililen
- mit Fillrierpapier trocknen
- 30 Sekunden firben mit Ifuchsin (V)
— mit Wasser spiilen und trocknen
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Hamatoxylin-Iarbungen

Eine ganze Reihe von Himatoxylin-Gemischen wird zur Darstellung der
Kerne und Feinstrukturen verwendet. Das Gelingen der Firbungen hingt
weitgehend von einer genauen Befolgung der Vorschriften und von der Qualitiit
der IFarbstoffe ab. Wir selbst haben mit Himatoxylin-GEiGy (Basel) stets sehr
gute Resultate erzielt.

Hiamatoxylin zeigl in saurer Losung einen rdétlich-violetten. in alkolischer
Losung cinen blauen I'arbton. Nach der Firbung kann mit salzsaurem Alkohol
differenziert werden (falls nichts anderes vermerkl), dann liingeres Auswaschen
mit flieBendem Brunnenwasser, das meist leicht alkalisch ist und die Priiparate
bliut. Ialls das Brunnenwasser nicht alkalisch genug ist, kann man einige
Tropfen Ammoniak oder Soda zuselzen. .

Als Gegenfiirbung cignet sich sehr gut Eosin oder Erythrosin, z. B. in wiiliri-
ger Losung (0,1%).

Carazzi (Hdamalaun)

dest. Wasser 400 c¢m?®
Glycerin 100 cm®
Kalialaun 25 ¢

Kaliumjodat (KJOy) 01¢g
Hiamatoxylin 05 ¢

Die Losung darl nicht erwiirml. muly aber gut geschiittelt werden. bis alle
Substanzen gelost sind. Die Firbedauer betriigt je nach Alter der Loisung 10
Minuten bis einige Stunden. Uberfiirbte Priiparate kénnen mit salzsaurem Alko-
hol (HC1 0,5% in Alkohol 70%) differenziert werden.

CAarazzi wird hitufig zur Darstellung von Mikrofilarien verwendet, da bei
dieser Iirbung (Gegenfirbung mit Eosin-Erythrosin) die Scheiden deutlich
sichtbar werden, Sie eignet sich auch zur Firbung von Kolausstrichen mit
Amocben (schnell und einfach).

Delafield
Losung 1@ Iimatoxylin g

Aethanol 1007, 25 c¢m?®

IT: Ammoniakalaun 40 g
dest. Wasser 400 cm?®
Die Losungen I und IT werden gemischl und 3—4 Tage am
Lichl offen slehen gelassen. Dann wird die Farblosung fillriert
und Losung 11 zugeselzl:

IT: Glveerin 100 cm?®

Methanol 100 cm?

Nach cinigen Tagen wird nochmals filtriert. Diese Stammlosung ist lange
Zeit haltbar.

Zum Iirben verdiinnt man die Stammlosung mit destilliertemm Wasser. Die
Ilirbedauer hiingt von der jeweiligen Verdiinnung ab, sie belriigt z. B. 26 Mi-
nuten bei ciner Verdiinnung von 1 :2,

DerArIELD wird vor allem fiir Schniltpriiparate verwendet (z. B. fiir Ge-
webeformen von 7. cruzi), eignet sich aber auch zur Darstellung von Mikro-
filarien in dicken Tropfen (differenzierte Iiirbung der Kerne) oder von Plasmo-
dien-Cysten auf Miickendiirmen (Totalpriiparate).
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Fdirbung von Cysten-Dirmen mit Hdmatoxylin-Delafield

Die Diirme werden aus den Miicken in einen Tropfen physiologische Koch-
salzldsung hineingezogen, 2 Tropfen DuUB0scQ zugegeben und 5 Minulen fixiert.
Dann wird mit dest. Wasser ausgewaschen, das einige Male gewechselt werden
muB, bis die Pikrinsiure entfernt ist (2—24 Stunden). Gefiirbt wird 30—40 Mi-
nuten bei einer Verdiinnung von 1 :10, dann differenziert man kurz (/4 bis 2
Minuten) in salzsaurem Wasser 1% und bliut 10—15 Minuten in Natrium-
carbonatlosung 1%. AnschlieBend entwiissern und eindecken mit Balsam.

Man benutzt am besten einen Satz von kleinen Uhr- oder Blockschalen und
bringt die Cystendiirme mit Hilfe eines feinen Glashakens von einer Lisung in
die andere. (Siehe auch Silberimpriignation nach R1o HorTEGA 5. 103.)

Faust
siche HEIDENNIAIN, Modifikation nach 1FAUST

Heidenhain (Eisenhdmatoxylin)

Besonders zu empfehlen, vor allem fiir siimtliche Darmprotozoen und alle
Feinsirukturen, jedoch elwas langwierig und heikel.

I: Eisenalaun-Beize:

FEisenalaun, krist. 10 g
, dest. Wasser 100 ¢cm?

Die Eisenalaunkrisialle miissen hellviolett sein und diirfen keine gelbliche
Verfiirbung aufweisen. Die Ldosung sollte nicht erwiirmt werden.

II: Himatoxylinlosung:

Himatoxylin 0.5¢g
Aethanol 969 10 cm?

Sobald das Himatoxylin sich ganz geldst hat, werden 100 cm® destilliertes
Wasser zugeselzt. Diese Farblosung mull +—5 Wochen reifen. Zum Firben
verdiinnt man 1 :1 mit destilliertem Wasser. Nach Gebrauch kann die FFarbe
in eine braune Flasche zuriickfiltriert und mehrmals verwendet werden.

Durch Zusatz von genau 0,1 g Natriumjodat (NaJOjy) zu der fertigen Stamm-
losung wird das Idimatoxylin kiinstlich gereift und sofort gebrauchsfertig.

Ausfithrung der Férbung

— Waschen in dest. Wasser (am besten mehrmals wechseln).

— Beizen in Lisenalaun 2,57% (6—24 Stunden).

— Spilen mit dest. Wasser (mehrmals wechseln).

— Himatoxylin Heidenhain (6—24 Stunden, gleich lange wie Beizen).

— Kurz auswaschen in dest. Wasser.

— Differenzieren in Eisenalaun 2,5% (man kann die gleiche Losung wie zum
Beizen verwenden). Kontrolle unter dem Mikroskop.

— Wiissern in flieBbendem Brunnenwasser, mindestens 10 Minuten.

— Aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Balsam.

Die HempeNHAIN'sche Methode kann auch als Schnellfiirbung ausgefiihrt
werden, indem man im Thermostat bei 37" C beizt und firbt, jeweils eine
Stunde. Die Ausfiihrung bei Zimmertemperalur gibt jedoch eine viel differen-
ziertere IMiirbung der Strukluren.
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Modifikation nach FausTt

Nach Faust kann die IFirbung noch schneller ausgefiihrt werden, indem
man milt 2-prozentigem Eisenalaun 2 Minuten bei 40" ¢ beizl und nach kurzem
Auswaschen in Brunnenwasser 2 Minuten bei 40" C mit der unverdiinn-
Len Stammlosung farbt.

Mayer (saures Hdamalaun)

Hiamatoxyvlin 1g
dest. Wasser 1000 ¢cm?®

Zu dieser Losung gibl man
Nalriumjodal (NaJOy) 0.2¢
Kalialaun, chem. rein ol g

Man schiittelt mehrmals, bis alle Salze vollig geldst sind, setzt dann

Chloralhydrat 50 g
Citronensiiure, krist, 1g zu.

Diese IFarblosung ist gut verschlossen lange Zeit haltbar.

Schnitt- oder Ausstrichpriiparate werden aus destilliertem Wasser in die
Farbe gebracht und withrend 46 Minuten gefiirbt, dann ctwa 20 Minuten mit
Leitungswasser ausgewaschen.

Da reines Natriumjodat oft nicht erhiiltlich isl, wird statl Maver's Hima-
toxylin heule meist die Formel nach Carazzi oder DELAFIELD verwendet.

Macchiavello-Iarbung (zur Darstellung der Rickellsien)

Modifikation nach MOOSER

Losung [: Fuchsin (basisch) 0.25%
Der Farbstoff wird in destilliertem Wasser aul dem Wasserbad
gelost. Man Libt die Farblosung iiber Nacht stehen und filtriert
dann.

Losung II: Cilronensiure 0,5%

LosungIIl: Methylenblau, wiisserig 1%
Der Farbsloff wird auf dem Wasserbad gelost, tiber Nacht stehen
gelassen und dann filtriert.

Ausfiihrung der Firbung

~Unfixierte Aussirich-, Quetsch- oder Tupfpriparate werden wiihrend
5 Minuten mit Fuchsin (1) gefirbt,
— Differenzieren mit Citronensiiure (II}, wenige Sekunden.
— Kurz auswaschen unter flieBendem Wasser.
— IFirben mit Methylenblau (I111), 20 Sekunden,
— Uberschiissigen IFarbstoff kurz auswaschen.
— Trocknen lassen.
Dic Haltbarkeit dieser Firbung ist nur von kurzer Dauer {einige Monate),
doch kann sie durch Eindecken mit Cedernol verliingert werden.
Die Rickettsien firben sich rol an, das Plasma blau.
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Manson-Firbung (zur Darstellung von Plasmodien)

Stammldsung: reines Methylenblau 2g
Borax 5g
dest. Wasser 100 cm?

Statt Borax kénnen auch 0,2 g Natriumcarbonat (Na,COj) verwendet werden.

Borax und Methylenblau werden fein pulverisierl. Das destillierle Wasser
wird erhitzt (darf aber nicht kochen!) und zuerst Borax, dann Methylenblau
zugeselzt, die sich unter Schiitteln vollig losen. Nach Erkalten sollte man die
Losung moglichst einige Tage stehen lassen, hie und da umschiitteln und dann
filtrieren.

Itirbung:

— zu cinigen Tropfen Stammlésung gerade soviel dest. Wasser zusetzen, bis
die Losung in durchfallendem Licht durchsichtig wird.

—— Priparale nach Fixieren in Methylalkohol (dicke Tropfen miissen vorher
haemolysiert werden) 5—20 Minuten férben, nicht liinger!

— Abspiilen mit dest. Wasser.

-— Trocknen lassen.

Romanowsky-Gemische

Diese Gemische werden zur Darslellung von Blulparasilen (wie Plasmodien,
I'rypanosomen, Spirochaelen ete.) verwendel, da sic gleichzeilig Parasiten und
Blutzellen sehr schon differenziert anfiirben. Die IFFarbstoffe sind z.T. nur in
Pulver- oder Tablettenform, z. T. auch in ferliger Stammldsung kiuflich. Sehr
wichtig fiir das Gelingen der Firbung ist die Verwendung tadelloser Lisungen
(ohne Ausfiillungen) und einwandfreien destillierten Wassers. Das Resullat ist
zudem abhiingig vom jeweiligen pH (vgl. S.237) des zur Verdiinnung verwen-
deten destillierten Wassers.

1. Destilliertes Wasser

Dieses sollte mit Hilfe cines glitsernen Destillationsapparates gewonnen
werden. da Metallspuren die IFirbung stéren. IFalls auch nach Destillieren bei
der Verwendung Ausfillungen auftreten. empfiehlt es sich, das Wasser zwei-
bis dreimal zu destillieren. IFalls dies nicht mdaglich ist, verwendet man am
besten Regenwasser, welches direkt in sauberen Gefiillen aufgefangen.
also nicht etwa tiber eine Dachrinne gesammelt wird.

2. Neulralisieren

Das zur Verdiinnung der Losungen verwendele Wasser sollte moglichst neu-
tral sein. Zum Neculralisiecren kionnen folgende Lésungen verwendet werden:

1%, Natriumbicarbonal
gesiittigtes Lithiumearbonat,

Das pll wird am besten mit einem der kiluflichen Indikatorpapiere, z. B.
[.vphan. kontrolliert. GiemMsA empflichlt eine frisch zubereitete Lésung von
einigen IIiimatoxvlin-Kristallen in absolutem Alkohol. 10 em3 des
zu prifenden Wassers werden mit einigen Tropfen dieser Lisung versetzt, Bei
einem pll von 7--72 tritt innert 1--5 Minuten eine schwache Violettfiirbung
auf, wihrend bei niedrigerem pH die Lisung farblos bleibt, bei einem hdheren
die Firbung rascher eintritt.
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Falls dies nicht maoglich ist, kann das destillierte Wasser. oder im Notfall
auch Regenwasser, kurz vor Gebrauch ca. 20 Minuten in einem offenen Glas-
gefal abgekocht werden, wodurch das CO, entweicht. Nach dem Abkochen
mull das Wasser sofort in ciner bis zum Rand gelillten Flasche gut ver-
schlossen werden.

3. Puffern des destillierten Wassers

Noch besser bewiihrt sich das Puffern des destillierten Wassers mit den
SOERENSEN’schen Phosphatpuffergemischen. Diese Methode gestattet es am
ehesten, stets unter konstanten Bedingungen zu arbeiten, und das pll kann je
nach Art des Parasiten {vgl. S. 237) leicht variiert werden.

Stammlosungen nach SOERENSEN:
a) M/15 primiires Phosphat: 9,08 ¢ KH.PO,/Liter
b) M/15 sekundiires Phosphat: 944 gNa PO, (anhydr.}/Liter
oder: 11,876 g Nao,lUPO,+2H,0/Liter
Zur Herslellung von je 100 em?® gepuffertem destillierlem Wasser wird nach
folgendem Schema gemischt (nach PETERS, J., und van SLyke, 1932):

cm? cm? it

PHy0, M/15 Na,d1ro, M 15 KH,I'0, aqp. dest.
A2 7,41 256 a(0)
7.0 6,11 3.89 90
6.8 4.96 0.0h 90
6,6 3,70 6.25 90
6,4 267 7,33 90

Einfacher, aber ziemlich Kkosispiclig ist dic Verwendung von Pufflcer-
F'abletten, die heute fiir jedes beliebige pH hergestellt werden.

¥

Field (wird vor allem in IXngland verwendel)
Rasche Methode zur IFirbung dicker Tropfen.

Losung 1@ gepuffertes dest. Wasser

Na . HPO,, wasserfrei 10 g
KH,PO, 125 g
dest. Wasser ad 1000 c¢m?
LLosung 1I: Methyvlenblau 04 ¢
Azur | 0,25 cm®
gepuffertes dest. Wasser (1) 250 cm?
Losung 111: Eosin 0.5 ¢
gepufferles dest. Wasser (1) 250 em®

Die Losungen II und II kénnen in gut verschlossenen Ilaschen mehrere
Wochen gehalten werden, die Pufferlosung sollte jedoch 6fters erncuert werden.

IFarbung:

—— Objektiriger mit dicken Tropfen werden 1-—--3 Sekunden in Lésung I ein-
getaucht.

-~ Auswaschen in gepuffertem destilliertem Wasser (1) 1 -2 Sckunden.

— Eintauchen in Losung III 2—3 Sekunden. |

— Kurz spiilen unter flieBendem Wasser.
Objekttriiger, Schicht nach unten, trocknen lassen.
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Giemsa (die am meisten verwendete Methode)

(Gebrauchsfertige Stammlosungen, mit denen wir gute Iirfahrungen gemacht
haben, werden von GriGy, Basel/Schweiz, hergestellt.)

a) Ausstriche

Ausstriche oder Tupfpriparate von Organen werden nach Trocknen 3 Mi-
nuten mit Methanol (oder 20 Minuten mit Aethanol) fixiert; man lilit trocknen
und firbt dann in einer Cuvette oder auf ciner Fiirbeschiene.

Die IFirbedauer betriigl je nach Objekt 30—45 Minuten bei ciner Verdiinnung
der kituflichen Stammlosung von 1 : 25 mil gepuffertem (oder zumindest neu-
Iralem) destilliertem Wasser,

Ein pll zwischen 6,8 und 7.2 gibt je nach Objekt (s. Kapilel Teehnik der
verschiedenen Erreger) die besten Resultate.

Man spiilt kurz mit Leitungswasser und Libt an der Lufl trocknen. Schieht

nach unten.

b)) Dicke Tropfen

Gut getrocknete Priparale werden ohne vorheriges Fixieren di-
rekt gefiirbt (wie Ausstriche; die verdiinnle Farbléosung haemolysiert und firbt
gleichzeilig) oder vorher kurz mit destilliertem Wasser behandelt, bis alles
Hacmoglobin herausgelost ist (vgl. S, 385) L

c) Schnittprdparale

Zur Fixierung wird vor allem Carxoy empfohlen.

Originalmethode nach GIEMSA:
— Waschen der entparaffinierten Schnitle in gepulfertem desl. Wasser, 1 mal
wecehseln.
— Firben in GiEMsa 1:50 mit gepuffertem Wasser (S.399) verdiinnl (am
besten pH 7,0) ca. 4 Stunden.
—— Spilen der liberfiirbten Schnitte in gepuffertem dest. Wasser.
- Differenzieren und Iintwiissern:
-~ Aceton 95 em® 4 Xvlol 5 cem®
- Aceton 70 em® 4 Xylol 30 em?®
- Aceton 30 em® + Xylol 70 em?
reines Xyvlol (2 mal).

- Eindecken mit neutralem Balsam. am besten mit griinem Euparal (S. +04).

Methode nach SHORTT und COOPER:
Auch hier wird zur PFixierung vor allem Caryoy cmpfoblen, ferner Ein-
bettung tiber Buthanol.

- Auswaschen in Brunnenwasser.
I Stunde oder liinger fiirben in:

GIEMSA 10 ¢cm?
Aceton 10 cm?®
Methanol 10 em?
dest. Wasser 100 em® (pH 7.2 7.4

U Alte Priiparate, die sich mit GIEMSA meisl stark blau tiberfirben, kénnen
mil Nall,PO, differenziert werden. Die Priiparale werden mil einer Losung von
Nall,PO, (1%). der man auf 10 em3 23 Tropfen einer Llosinlosung (1%
zufiigt, behandelt; 11 Minufen, bis der Farbton von blau in rotlichbraun
umschligt.
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— Auswaschen in Brunnenwasser (kurz).
— Differenzieren in:
Kolophonium 15¢
Aceton 100 cm?®
15 Sekunden oder linger; muB bei schwacher Vergroflerung unter dem Mi-
kroskop kontrolliert werden.
— Waschen in Aceton 70 em®/Xylol 30 cm®, mehrmals wechseln.
— Waschen in reinem Xylol, mehrmals wechseln.
— Eindecken mit griinem Euparal (S. 404).

Kingsley

ist zeitsparend, da sowohl Ausstrich- wie Schnittpriiparate in wenigen Minuten
gefirbt werden; eignet sich besonders fiir Schnittpriiparate mit Plasmodien,
Trypanosomen elc.

KinGgsLEY I und II kénnen gebrauchsfertig gekauft werden (z. B. bei GURR
Ltd., London SW 6). Zum Fiirben aller Priiparate werden die beiden Losungen
1 : 1 gemischt. Die Mischung ist mehrere Monate haltbar.

KingsLEYy I: Methylenblau (medizinal) 0,065 g
Methylen-Azur A 0,01 g
Glycerin 50 cm?
Methanol 50 cm?
dest. Wasser 25,0 cm?®
Puffer, pH 6,9 15,0  cm?

KinGgsLey II: Methylenviolett (Bernthsen) 0,013 g
Eosin, gelb, wasserldslich 0,045 ¢
Glycerin 50 cm?
Methanol 10,0 cem?
Aceton 35,0 cm?

Als Puffer werden M/15 primiires und sekundiires Phosphat nach SOERENSEN
verwendet (s. oben): 9 cm® Na,HPO, + 6 cm® KH,PO, ergibt ein pH von 6,9.

a) Ausstriche

Die trockenen Ausstriche werden mit Methanol (evtl. Aethanol) fixiert (1—3
Minuten) und trocknen gelassen.

— Uberschichten mit der Farblosung (I und II, Mischungsverhiiltnis 1:1),
5—38 Minuten.

— Kurz spiilen mit dest. Wasser.

— Trocknen lassen, Schicht nach unten.

b) Schnittpriparate (Paraffin)

— Auswaschen der entparaffinierten Schnitte mit dest. Wasser.

— Uberschichten mit der Farblésung wiihrend 9—10 Minulen.

- Mechrmals waschen mit dest. Wasser.

—— Differenzieren in dest. Wasser 60 em® 4 0,75 cm?® Essigsiiure 1%.
Auswaschen in dest. Wasser und kontrollieren unter dem Mikroskop.
— Absaugen des liberschiissigen Wassers.

— Waschen in: Aceton 60 cm®

Essigsiure 1% 0,5 cm?®

Eosin 5% 0,01 em?® (geldst in Methanol)
— Waschen in: Buthanol 60 cm?

Eosin 5% 0,02 ¢m?
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— Waschen in neulralem Xylol, kontrollieren (evtl. zuriick in schwache Essig-
siure und noch stiirker differenzieren).

- - Neutrales Xylol I, 1T und III.

—- Eindecken mit neutralem Balsam, am besten griitnem IEuparal.

Leishman (findet vor allem in EEngland Verwendung)

Gute Firbung fiir Blutausstriche, besonders fiir 'lasmoaodien. Die Schiiffner-
Tipfelung, Maurer- und Zieman-I'lecken werden besonders deutlich dargestellt.

Dicke Tropfen kéinnen nach Enthaemoglobinisieren und nochmaligem Trock-
nen gleich behandelt werden wie Aussiriche.

Der [Farbstoff ist in Pulver- oder Tablettenform kiiuflich, neuerdings auch
als Losung.

10 em?® reines Methanol werden in eine braune I'lasche gegeben, 0,015 g Farb-
stoff zugesetzt, die Flasche dicht verschlossen und einige Minuten kriiftig ge-
schiittelt. Am ersten und zweiten Tag mehrmals schitteln, dann ist die IFarb-
losung gebrauchsfertig. Die Losung ist kih! aufbewahrt einige Monate halthar.
- Die Priiparate werden auf eine I'lirbschiene gelegt.

-~ Auftropfen der unverdiinnten FFarblosung, welche die Priparale gleichzeitig
fixiert; die Troplen werden dabei gezithlt.

- Nach 30 Sekunden Zuftgen der gleichen Tropfenzahl gepufferten dest. Was-
sers (pH 7--7,2) (5. 399} und durch mehrmaliges Aufsaugen mit der Pipette
gut mischen. In dieser Lisung:

-~ Firben 1520 Minulen.
-~ Waschen unler fliefendem Wasser.
—- An der Luft trocknen lassen, Schicht nach unten.

Wright (wird in Amerika statt Leishman verwendet)

Herslellung der Farblosung wie bei Leishman beschrieben, nur nimmt man
hier 0,05 g Farbstoff auf 10 cm® Methanol. Die Firbung wird wie bei LEISHMAN
ausgefiithrt.

Silberimprignationen

Stiickimprdgnierung nach Levaditi (fiir Spirochaeten)

3 mm?® grolle Gewebestiickchen werden in neutralem Formol 10% oder nach
REGAUD fixiert, anschlieffend bis 24 Stunden in Alkohol 967 cingelegl.

- Wiissern in dest. Wasser, bis die Stiickchen nicht mehr schwimmen, Wasser
mcehrmals wechseln.,

- Silberimpriignation mit Silbernitrat (AgNQOy) 225 im Thermostat hei 37° C,
3—6 Tage.
Waschen in dest. Wasser, 1—2 Stunden.

- Behandeln (2448 Stunden) mit einer Losung von:

Pyrogallol 5¢
dest. Wasser 100 cm?®
Formol 407 2—5cm?

—— Spilen in dest. Wasser.
-— Einbetlen in Paraffin.
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Versilberung nach Rio Hortega
modifiziert von NIETO-GAICEDO

Zur Darstellung von Cystendiirmen von Anophelen oder Aedes, vgl. auch die
auf S. 396 beschriebene einfacherce Methode nach DELAFIELD.

Fixieren der frischsezierten Mickendirme in neulralem FFormol 4%. Nach
liingerer Fixierdauer miissen die Objekte in destillierlem Wasser griindlich
ausgewaschen werden, da Formolspuren die Imprignation verderben. erner
gelingt diese Melhode nur in peinlich sauberen GlasgefiiBen!

— Dirme in ca. 50 cm?® dest. Wasser wiithrend ca. 5 Minuten wiissern.

— Uberfiithren in eine Losung von 4--5 Troplen Ammoniak in 50 em?® dest.
Wasser 20— 30 Minuten.

— Uberfihren in dest. Wasser plus 2 Tropfen Ammoniak. Damit sind die Ob-
jekte vom Formol gereinigt und bereit zur Impriignation.

— Imprignieren in ciner Losung von Silbercarbonat (Herslellung s. unten)
withrend 222 Minuten. I's darf keine Fiarbung auftreten. Braunfirbung
ist ein Zeichen fir ungentigende Entfernung des Formols.

— Auswaschen in dest. Wasser, 5 Minulen.

— Uberfithren in frisches dest. Wasser, 1-—2 Minuten.

~~ Uberfithren in Formollosung 1% (siurefreies Formol!l), in welcher die Diirme
eine dunkel tabakbraune IFarbe annehmen sollen. In diese Fliissigkeit miis-
sen die Objekle einzeln tiberfithrt werden. (Linzelkontrolle unter der Bin-
ocularlupe!)

—- Uberfiihren in Goldchloridlésung 1%, ca. 5 Minuten. Die Braunfiirbung
schliigt in Dunkelviolett um.

— Uberfithren in eine Losung von Natriumthiosulfal 5% zur Fixierung, 1 Min.

- Auswaschen in dest. Wasser, 1 Minute.

~— Aufsteigende Alkoholreihe: 50, 60, 70, 80, 90% Alkohol je 1 Minute, Alkohol
10602, 4—>5 Minuten.

— Aus Alkohol 100% {berfiihren in Karbolxylol.

~— Einschliefien in Kanadabalsam.

Herstellung der Silbercarbonatlésung

a) AgNO;-Losung 109 20 cm?
b) NaCOg-Losung 5% 150 ecm?

Losung D) unter stiindigem Schiilteln zu Lésung a) tropfenweise zuselzen.
Es bildet sich ein weifier Niederschlag, der sich in NIH,OH auflost. Auflosen
des Niederschlages durch tropfenweises Zugielien von NH,OH (25—10%) unler
stindigem Schiitteln. Zum Gebrauch wird die Lésung auf 450 cm® mit dest.
Wasser verdiinnt.

Thedanblau-IFiarbung nach Simons

Schnellfiirbung fiir Trypanosomen und Spirochaelen, besonders fiir Massen-
untersuchungen und rasche Diagnosen geeignel. Findet auch zum Immobili-
sieren von Spirochaeten Verwendung (vgl. S.337).

Durch eine Kombination von Saponin mit dem Farbstoff werden die Ery-
throeylen sofort haemolysiert, was die Untersuchung einer relaliv dicken Blut-
schicht ermdglicht.

Thedanblau ist ein stabilisiertes Methylenblau-Saponin-Gemisch, das auch
in den Tropen unbeschriinkt haltbar ist.

1—2 Osen T 3 (gebrauchsfertige Thedanblau-Losung, hergestellt durch Ni-
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GOCIATEUR AG., Miinchenstein-Basel, Schweiz) auf einen Objekttriiger moglichst
flach und nahe beisammen aufsetzen. 1 Ose Blut mit der noch feuchten T 3-
Lésung vermischen und etwa 2 Sekunden gut verrithren; Deckglas auflegen und
sofort untersuchen. So hergestellte Priiparate sind nur einige Stunden haltbar.

Tusche-Fiarbung nach Burri

Zur Darstellung von Spirochaeten geeignet, falls kein Dunkelfeld zur Ver-
fiigung steht.

1 Tropflen frisches Blut wird mit einem gleichgrolien Tropfen chinesischer
Tusche auf einem entfetteten Objekttriiger gemischt und ein diinner Ausstrich
hergestellt. Die Spirochaeten leuchten hell aul gegen einen schwarzen IHinter-
grund (Dunkelfeld-Iffekt!).

Einschluf- und Umrandungsmittel

Faure Glycerin 2 Teile
Gummi arabicum 3 Teile
Chloralhvdrat 5 Teile
dest. Wasser o Teile

Die Objekte werden aus dest. Wasser in die FAURE'sche Losung iibertragen.
Alkoholfixiertes Material muli zuerst gewiissert werden.

Glycerin-Gelatine (fiir Wiirmer und Wurmeier)
feinste Gelatine 7¢
dest. Wasser 42 em?®
Das Gelatine-Wasser wird 2 Stunden gekochl, dann fiigl man
Glycerin 50 em?
Karbolsiiure, krist. 0.0 g zu.

Das Gemisch wird vor Gebrauch jeweils 10 —15 Minuten auf dem Wasserbad
bis zur Verfliissigung erwiirmt. Der Zusatz von Karbolsiiure verhindert die Bil-
dung von Schimmelpilzen.

(rriines FEuparal
(hergestellt durch I'LATTERS & GARNETT Lld., Manchester)

Griunes Iuparal ist ein neutraler Balsam, besonders geeignet fiir nach
GIEMSA gefiirbte Ausstriche und Schnitte,

Kanadabalsam

Kanadabalsam ist c¢in viel verwendeles EinschluBmittel fiir histologische
Priiparate sowie fiir Totalpriiparate (statt PUrI). Er ist hingegen wenig geeignet
fiir GiEmsa-Priiparate, da die immer vorhandenen Siurespuren die Firbung
rasch angreifen.
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Noyer-Paste (zum Umranden)

wasserfreies Lanolin 20 Teile
Kolophonium 80 Teile

Das Lanolin wird withrend etwa 15—30 Minuten in einem Porzellan-
tiegel milig erhilzt. Dann wird das Kolophonium stiickweise unter stindigem
Rithren zugesetzt (Achtung, feuergefithrlich!). Die fertige Paste soll homogen
und klar gelbbraun sein. Man fillt die Masse am besten in kleine Blech-
schachteln ab. Das Auftragen erfolgt mit cinem heifien Metallspatel.

Plastik
Ganze Insekten werden neuerdings hitufig direkt in Plastik cingeschlossen,
z. B.
Ward’s Bio-Plastic:
WARD'S NATURAL SCIENCE LESTABLISHMENT, Inc. 3000 Ridge Rd.
L. Rochester 9, N.Y.
Turtox IEmbedding Plastic:
TurTOX GENERAL BloLoGICAL SurPLY HoUSE, Inc. 761-763 Ilast 69th Place

Chicago, lllinois.

Genaue Vorschriften konnen durch die betreffenden Firmen bezogen werden.
Wer sich Ubung in der Anwendung dieser Methoden erwirbt, kann prachtvolle
Dauerpriiparate fiir Schausammlungen und fiir Lehrzwecke herstellen.

Puri (fiir Insekten, Insektenlarven geeignet)

Gummi arabicum g
Chloralhydrat 70 g
Eisessig 3em?
Glycerin 5 em?
dest. Wasser 10 cm?®

Die Mischung wird im Wasserbad geldst, dann durch Gaze filtriert.
Die Priiparate werden aus dest. Wasser in die PURIUsche Lasung iiberlragen.

Renohistol

Neulfraler Balsam zum EinschlieBen von histologischen Priiparaten.

Umranden von Prdparaten

Priiparate, welche in wasserhallige Gemische eingeschlossen werden (z. B.
FAURrg, Glycerin-Gelatine ete.), miissen, sobald die EinschluBmasse fest ge-
worden ist, umrandet werden, da sonst immer weiter Wasser verdunstet und
Luft nachgezogen wird.

Hierzu eignen sich vor allem Noyer-Paste (s. oben) oder Zapon-
L ack (Nagellack). Letzterer wird mit Hilfe eines feinen Pinsels aufgetragen.
Die Priiparate miissen vor dem Umranden sorgfiiltig gereinigt und tber-
schiissige EinschluBmasse entfernt werden.
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Herstellung von Ndihrmedien

1. Sterilisieren von Glaswaren, Instrumenten, Losungen

a) Glaswaren: Pipetten, Kolben ete. werden am besten trocken slerilisiert, in-
dem man sie withrend 12 Stunden ciner Temperatur von 180" C ausselzt.

b) Spritzen und Instrumente konnen withrend 20 Minulen in dest. Wasser ge-
kocht werden.

¢) Losungen und Instrumente: Diese werden withrend 20 Minuten bei einem
Druck von 1.5 Atm. im Auloklav sterilisiert.

2. Medien zur Zucht von Bakterien

Wir geben hier nur zwei ganz cinfache Rezepte fiir je einen fliissigen und
cinen feslen Nihrboden und mdochten im iibrigen auf das «Difco Manual of
Dehvdrated Culture Media and Reagents for Microbiological and Clinical Proce-
dures» (1953) verweisen,

a) Nchrbouillon

Material: IFleischextrakt (Bacto-Beef)
Pepton (Difco) I oder Nutrient-Broth Difco
Dest. Wassecr.

3 g Bacto-Beef lifit man in 1000 cm?® dest. Wasser auf dem Wasserbad bei
50° C 1 Stunde ziehen, kocht kurz auf und filtriert. Dann werden 5 g Pepton
zugeselzt, nochmals aufgekocht, mit Natriumbicarbonat aul pH 6,8—7,0 einge-
stellt und nochmals filtriert. Das Medium wird in Reagenzgliser abgefiillt und
diese withrend 15—20 Minuten im Autoklav bei 1,5 Atm. slerilisiert.

Bei Verwendung von Baclo-Nutrient-Broth 16st man 8 g der pulverisierten
Mischung in 1000 em?® destilliertem Wasser, fiillt in Reagenzgliser ab und steri-
lisiert wie oben.

b) Ndhragar

Material: Bacto-Agar (Difco)

Bacto-Beef (Difco) oder Bacto-Nutrient-Agar
Pepton (Difco) ]

3 g Fleischextrakt und 5 g Pepton werden wie unter a) beschrieben ver-
arbeitet, dann 15 g Bacto-Agar zugesetzt, Wird Agar noble verwendet, so erhitzt
man die Losung, bis aller Agar gut geldst ist. Nimmt man gewohnlichen Agar,
so mull nochmals filtriert werden, und zwar durch Watle. Dann wird der
Agar heild in Reagenzgliiser oder Petri-Schalen abgefillt und im Autoklav wih-
rend 15—20 Minuten bei 1.5 Atm. sterilisiert.

Bacto-Nutrient-Agar entspricht in der Zusammenselzung obigem Rezept.
23 g des dehydrierten Mediums werden mit 1000 em® kaltem destilliertem Was-
ser versetzt und bis zum Kochen erhbitzl. Dann abfillen und sterilisieren wie
oben. Die Reaktion dieses Mediums liegt bei pll 6.8.
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3. Medien fiir Darmprotozoen (spez. IZ. histolytica)

a) Milieu normal (Institut Pasteur, Paris)

Material: sleriles Pferdeserum (am besten filtrieren durch Seitz- oder Berke-
feld-Filter, dann monatelang haltbar).
NaCl.

KCL

CacCl,.

NaHCO,.

Reisstirke, pulverisiert (Difco).
Natriumbicarbonatlosung 1%.
Iissigsiiure 1%,.

Lyphanpapier (zur Priifung des pH).
KH,PO, (nach SOERENSEN].
Na,HPO, (nach SOERENSEN).

Salze am besten pro analysi.

Herstellung des festen Teils

1/—2 c¢m? steriles Pferdeserum pro Glas wird in slterile Reagenzgliiser ab-
geftillt. Dann Lillit man das Serum bei schriiggestellien Reagenzglisern koagu-
lieren (3— 5 Minulen in Wasserdampf oder 1 Stunde bei 80° C).

Herstellung des fliissigen Teils

Sterilisieren der Reisstirke: In kleine Glastuben wird je ca. 1em?® fein-
pulverisierte Reisstiirke abgefiillt. Die mit Watte gut verschlossenen Tuben
werden an drei aufeinanderfolgenden Tagen withrend je einer Stunde bei 110° €
trocken slerilisiert.

Sterilisieren des Natriumbicarbonates: Je 0,02 ¢ NallCOy; wird in schmale
Glastuben abgefiillt, mit Aether iiberschichtet und mit Watte leicht verschlos-
sen. Sobald aller Aether verdunstet ist, kann das Bicarbonat benttzt werden.

Ringer-Stammldésung: NaCl 60 ¢
KCl1 1g
CaCly 1g
dest. Wasser  ad 1000 em?

Pufferlisung: Na-Phosphat bg
K-Phosphat 1g

dest. Wasser  ad 100 cm?

Die Ringer-Stammlosung wird zum Gebrauch 1:10 mit dest. Wasser ver-
dinnt, auf pH 7 cingestellt und dann cbenso wie die Pufferlésung 20 Minuten
im Autoklav bei 1.5 Atm, sferilisiert. Das Natriumbicarbonat wird crst nachher
zugesetzt, da sich sonst beim Sterilisieren das wasserunldsliche CaCGOy bildet,

Auf je 100 cm?® Ringer-Losung setzt man nach Sterilisieren zu:

sterile Reisstiirke ca. 1 cm?
steriles Nalriumbicarbonat 0,02 ¢

steriles Pferdeserum 14-—20 cm?®
sterile Pufferlisung 2 cm?

Alles wird durch Schiilteln gut vermischt und dann jeweils soviel Iliissigkeit
in die einzelnen Reagenzgliser eingefiillt, dall der feste Teil gerade bedeckt wird.
Die Mischung mull vor dem Aufsaugen mit der Pipelte stets gul geschiiltelt
werden, damil die Stiarke gleichmiilig verteilt werden kann.

Die fertigen Nithrboden werden fiir 48 Stunden in cinen Thermostal von
37° C gebracht und dann einzeln auf Bakterienwachstum gepriift. Die Nithr-
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béden sind im Eisschrank mehrere Wochen haltbar. Das Inokulieren erfolgt
mit Hilfe einer Pasteur-Pipelle. E. histolytica wiichst am Boden der Kultur
unter Bildung von schleimigen Kolonien. FE.invadens (eine Schlangenamoebe)
dagegen findet sich in der am Boden abgesetzten Stiirke verteilt, Beil eigent-
lichen Amoeben-Zuchten gentigt es meist, einen Tropfen des alten Substrats auf
eine neue Kultur zu tiberimpfen, bei grofleren Mengen iiberaltern die Kulturen
rasch.

Das Impfintervall betrigt fir E. histolytica ca. 2—3, fiir E. invadens
6—7 Tage.

b) Eidotter-Infusions-Medium nach Balamuth

Material: Hithnereier (12 Eier reichen fiir 100 Reagenzgliiser; statt frischer
IYier kann auch Trockeneipulver verwendet werden: 9 g Eipulver
entspricht 1 Ei)

NaClL
Ko HPO,.
KH,PO,.

— Lier 15 Min. kochen (es ist wichlig, dall frische Eier von guter Qualitiit
verwendet werden).

— Eier schiilen und das Liweill vom Eidotter abtrennen. Dotter mit Pistill
durch feines Sieb in ein Becherglas passieren. (Lvtl. pulverisieren mit
elektrischem Mixer.)

— Pro 4 Eidotter 125 ecm® physiol. Kochsalzlosung 0.8% zugeben, gul vermi-
schen, in cinem Erlenmeyer-Kolben iibergielien und mit gutsitzenden Gummi-
propfen verschliellen.

— In Wasserbad 20 Min. erhitzen, gerechnet vom Moment des Siedens an.

— Durch einen Buchner-Trichter, der mit Filterpapier ausgelegt ist, sorgfiiltig
filtrieren, oder durch eine mit Filterpapier (Sargent 500) ausgelegte Nutsche
mit Wasserstrahlpumpe passieren. Die Flissigkeit mull dabei sorgfiillig
durch ein zusammengekniilltes Gazestiick, das in den Trichter eingelegt
wird, dekantiert werden, um das Filterpapier frei von Sediment zu halten,

— Filtrat in sauberen Lirlenmeyer-Kolben iibergielien und im Autoklav 15 Min,
bei 1.5 Atm. sterilisieren.

-— In Eiswasser rasch abkiihlen und ein zweites Mal filtrieren. Dabei muf3 dar-
auf geachtet werden, dall die Suspension nach dem Sterilisieren nicht ge-
schiittelt wird.

— Filtrat abmessen und bis auf das urspriingliche Volumen (125 em?® pro 4
Eidotter) mit Kochsalzlosung 0.8% aulfillen.

—- Dieselbe Menge einer M/15 Pufferlosung mit pH 7,5 zugicBen.

Zubereiten der M/15 Pufferlosung:

M/1 K,HPO, (= 17,42%) 4.3 Teile
M/1 KH,PO, (= 13,61%) 0,7 Teile

Jede dieser beiden Losungen, sowie ihre Mischung, kann als separate Stamm-
losung aufbewahrt werden.

Um M/15 Pufferlésung herzustellen, mischt man unmittelbar vor Gebrauch:
M/1 Pufferléosung 1 Teil
Dest. Wasser 14 Teile

— In Kulturglischen (GroBe 16 X 150 mm Reagenzglas) je 7.5 em?® dieser Kul-
turmedien verteilen.

-—— Kulturglischen im Autoklav 15 Min. bei 1.5 Atm. sterilisieren.
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Diese Kulturgliser kénnen nun im Eisschrank mehrere Wochen aufbewahrt
werden, Die Behilter mit den Kulturmedien sollten dabei mit Wachspapier
abgeschlossen werden, um die Verdunstung des Mediums zu verhindern.
Einige Stunden vor Gebrauch in Wiirmeschrank mit 37° C stellen.
Unmittelbar vor Inokulation der Nihrboden ca. 10g von steriler Difco
Reisstiirke zusctzen. Die Reissliirtke mull vorher in einem Thermostat 1%
Stunden bei 150" C sterilisiert werden. Hohere Temperaturen verbrennen die
Stiirke. Noch besser ist Sterilisation bei 120° C eine Stunde an alternativen
Tagen.

Uberimpfen von 1—2 Tropfen Kultursediment auf frische Nihrboden alle
48—72 Stunden.

Dieses Medium gentigt zur Haltung von Amoeben-Stimmen, jedoch ergeben

sich nicht besonders reiche Kulturen. Um — fiir diagnostische Zwecke — ein
besonders rasches Wachstum zu erzielen, empfiehlt BALamMuTH Zusatz einer
sterilen Losung (5%) von WILSON’s pulverisiertem Leberkonzenirat im Ver-
hiltnis 1 : 10.

Die Vermehrung der Amochen kann auch durch Zusalz von menschlichem

Serum gefordert werden.

c)

Alkohol-Eidotter-Extrakt nach Nelson

Zerriehener, hartgesotiener Eidotter, 1 Teil auf 9 Teile Alkohol 95%,
wird wihrend 48 Stunden extrahiert, ofters umschiitteln. Uberstehende
Fliissigkeit anfangs triibe, wird aber nach einigen Tagen ganz klar. Nur
das klare Supernatans wird fiir die Niihrboden verwendet. (Diese Stamin-
Iosung ist mehrere Wochen haltbar.)

Zur Bereitung der Nihrboden von der bendtiglen Menge der Stammldsung
den Alkohol im Wasserbad abdampfen, bis eine dickfliissige Paste zuriick-
bleibt.

Zum Riickstand das doppelle Volumen Agars 2% gelost in gepufferter (pH =
7,4—7.0) Kochsalzlosung 0,5% zuselzen.

Diese Masse in die Kulturgliischen verteilen, sterilisicren und in Sechriiglage
erkalten lassen.

Abgekiihltes, festes Eidotter-Agarmedium mit gepufferter Kochsalzlésung
0,5% bedecken.

Sterile Reisstiirke zusetzen, unmittelbar vor Inokulation.

Dieses Medium ist seiner Einfachheit wegen zur Kultivierung von E. histo-

Iytica, wie auch von Darmflagellaten zu empfehlen.

4, Medien zur Zucht von Haemoflagellaten

a) Medium nach Davis, modifiziert nach Pifano

Material: Agar (Agar Noble, Difco).
Pepton (Neopepton, Difco).
Bacto-Beef (Difco).
NaC(Cl [pro analysi}.
Glukose.
Defibriniertes Blut {am beslen menschliches Blut,
sonst Kaninchenblut).
NaHCO; 1%
Ilssigsiiure 19%.
Lyphanpapier.
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Glukosehaltiger Ndhragar nach DAvIS

Agar in Stiicken 20 ¢
(pulverisiert 17.,5)
Pepton 10 g
Fleischextrakt hg
NaCl 6g
Glukose 20 ¢
dest. Wasser ad 1000 c¢m?®

Man LiBt Bacto-Beef und destilliertes Wasser eine Stunde bei 30" G oim
Wasserbad ziehen, kocht kurz auf und filtriert. Dann werden die restlichen
Bestandteile zugesetzt (Agar Noble kann spiiter zugesetzt werden. da dieser nicht
mebr filtriert werden mubll), die Losung mit Issigsiiure 1% oder Bicarbonat auf
pH 7—7.2 neutralisiert und nochmals kurz aufgekocht und filtriert. IFalls der
Agar mitfiltriert wird, mufl statt Filterpapier W a t t e beniitzt werden.

Pro Reagenzglas werden je 3 cm® Nihragar abgefiillt und bei 1,5 Atm. 20
Minuten im Autoklav sterilisiert. Steriler Nihragar kann im Eisschrank mehrere
Wochen aufbewahrt werden; er sollte aber nie mehr als einmal sterilisiert wer-
den, da sonst die Glukose karamellisiert.

Sobald der Agar auf 40—50" (. abgekiihlt ist, wird pro Reagenzglas 1cm?®
steriles, defibriniertes Blut zugesetzt. Bei hoherer Temperatur gerinnt das Blut,
bei tieferer lilit es sich nicht mehr gut mit dem Agar mischen.

Sofort nach Zugabe des Blutes werden die ecinzelnen Nihrboden rasch zwi-
schen den Handfliichen gequirlt, bis der Inhall homogen gemischt ist, und dann
in schriiger Lage rasch abgekiihlt, am besten durch Auflegen von Ilisstiicken.

Die Nihrboden werden nun fiir 24 Stunden in einen Thermostaten von 37° C
gegeben zur Zerstorung der Komplemenle und zur Priifung der Sterilitiit.

Glukosehaltige Ndihrbouillon nach PIFANO

Baclo-Beef 3g
Pepton 20¢
Glukose 20 g
NaCl 6 g
dest. Wasser ad 1000 cm?®

Die Losung wird, wie unter Nihragar beschrieben, hergestellt, das pH eben-
falls auf 7--7.2 cingestellt und dann im Autoklav sterilisiert. Jedem Nihrboden
wird ca. 1 em® Niithrbouillon zugeseltzt.

Die fertigen Nihrb6den sind im Eisschrank mehrere Wochen halltbar. Man
inokuliert neue Nithrboden mit einer Platindse und hiillt die inokulierten Nithr-
boden bei einer Temperatur von 24° C.

Das Impfintervall betriigt fiir Leishmanien etwa 10, flir T cruzi 14 Tage.

Die Verwendung von Menschen- an Stelle von Kaninchenblut hat sich bei
uns als sehr glinstig erwiesen, da sich dann auf diesem Medium z. B. bei T.
rangeli auch metacyelische Formen bilden, die man sonst nur aul RAZGHA-
Medien erhiilt.,

b) NNN-Medium nach Novy, MacNeal und Nicolle

(spez. [. Leishmanien)

Iline Mischung von:  Bacto Agar (Difco) 14¢
NaCl 6g
dest. Wasser 900 cm?®

wird zu je 6 cm?® in Reagenzgliiser abgefiillt und im Autoklav wiihrend 20 Mi-
nuten bei 1,5 Atm. sterilisiert. Der sterilisierle Agar kann im Lisschrank wiih-
rend mehreren Monatlen aufbewahrt werden.
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Vor Gebrauch wird dieses Medium im Wasserbad bis zur vollstiindigen
Verfliissigung erhitzt und dann wieder auf 45—48° € abgekiihlt. Erst wenn diese
Temperatur erreicht ist (bei hoheren Temperaturen gerinnt das Blut), setzt
man pro Reagenzglas 1—2 cm® steriles, defibriniertes Kaninchenblut zu und
mischt es mit dem Agar zu einer mdoglichst homogenen Masse, indem man das
Reagenzglas zwischen den Handfliichen rotiert. Danach werden die Reagenz-
¢liiser schriig gelegt und durch Auflegen von Liis moglichst rasch abgekiihlt,
damit sich geniigend Kondenswasser bildet.

Die fertigen Nithrboden werden wihrend 24 Stunden im Thermostat auf
Sterilitiit gepriift (bei 37° C). Um den Verlust des Kondenswassers zu verhiiten,
mul} der Watte-Verschlulb mit einer Gummikappe iiberzogen werden. Das pll
dieses Mediums betriigt bei Verwendung von neutralem destilliertem Wasser ca.
7,6 und mull nicht speziell eingestellt werden.

Leishmanien entwickeln sich bei einer Temperatur von 24° (0 im Kondens-
wasser und koénnen meist nach 3-—4 Tagen, manchmal aber auch erst nach
4 Wochen festgestellt werden.

¢) Razgha-Mediun, modifiziert nach Reichenow

Material: NaCl (Salze am besten alle pro analysi).
KCL
CaCls,.
NaHCO,.
Glukose.
Natriumcitrat, 3,8%.
Aether.
Menschliches Blut (frisch).

Locke-Lésung, modifiziert fiir Trypanosomen

NaCl 3 g
KCl 02 g
CaCl, 0.12 g
Glukose 2 ¢
dest. Wasser ad 500 cm?

Die Locke-Losung wird im Autoklav bei 1,5 Atm. sterilisiert (20 Minuten)
und nach Abkiihlen das durch Uberschichten mit Aether sterilisierte Natrium-
bicarbonat (0,1 g) zugesetzt.

Je 3 em? sterile LOCKE-Losung werden in sterile Zentrifugenglisschen abge-
fiillt und die gleiche Menge Citratblut (Mischung 1 :1) zugesetzt. Dic Niithr-
hoden missen vor Gebrauch mindestens 24 Stunden im Eisschrank gehalten
werden, bis die Komplemente zerstort sind. Es bildet sich eine Bodenschicht,
welehe die sedimentierten Blutkérperchen enthélt, und dariiber eine klare Fliis-
sigkeitsschicht. Die Parasiten werden mit einer Pasteur-Pipette in die Grenzzone
tibertragen. Man hiilt die Kulturen bei ca. 24° C.

Das Impfintervall Hir dieses Medium betrigl 2—4 Monalte,

5. Entfernung storender Baklerien aus Kulturen

«) Darmprotozoen

Wiihrend einer oder mehrerer Passagen kénnen die Kulturen mit Aeri-
[ 1avin behandelt werden. Die [iir dic Zucht notwendigen Bakterien werden
von eciner Endkonzentration von 1 : 10000 bis 1 : 12000 in der Ilussigkeit der
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Niahrbdden noch nicht angegriffen. gewisse storende Bakterien aber bereits
vernichtet.

Man stellt eine Stammlésung von 0,2% Acriflavin in physiologischer Koch-
salzlésung her, die unbeschriinkt haltbar ist und vor Gebrauch im Autoklav
sterilisiert werden kann.

b) Haemoflagellaten

Kulturen von Haemoflagellaten, die durch Baklerien verunreinigt wurden,
konnen durch einmalige Penicillin- Behandlung gereinigt werden. Wasser-
l6sliches Penicillin (z. B. Penicillin G, Crystalline-Potassium von ELY LILLY Inc..
Indianapolis, USA.) wird mit Bouillon verdiinnt, so daf 1 em® noch 5 Einheilen
Penicillin enthiilt.

Diese Konzentration geniigt meist schon zur Beseitigung stérender Bakle-
rien, ohne das Wachstum der Flagellaten zu beeinflussen (Leishmanien z. B.
vertragen bis 1250 I/cm?).

In manchen Instituten wird regelmiiflig zu jedem Niihrboden Penicillin zu-
gesetzt, doch ist dies nach unserer Erfahrung nicht notwendig. IIs gentgt,
dann ¢ine Penicillinkur durchzufithren, wenn bei der Kontrolle Bakterien
gefunden werden.
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