DAS MIKROSKOPISCHE BILD

VON MIT MERCUROCHROM:PYOKTANIN
BEHANDELTEN OBERFLACHENFILMEN
NATURLICHER GEWASSER

Mit 3 Abbildungen Von DR. S. VAGO

(Leiter der Bakteriologischen Abteilung des Institut
National des Recherches Station Alés [Gard] France)

Vor kurzer Zeit wurde vom Verfasser in der Schweizer Medizinischen
Wochenschrift ein neuer und in seinen Einzelheiten noch immer nicht ge-
klarter Farbungseffekt, welcher beim Zusammenwirken des Mercurochroms
(Dinatriumsalz des Dibrom-oxy-mercuri-fluoresceinum) und des Pyoktanins
entsteht, beschrieben. Auf diese Farbung wurde die Aufmerksamkeit durch
ihre starke Wirkung bei Spirochidten gelenkt. Man erzielt namlich damit auch
bei der Untersuchung schwer farbbarer pathogener Spirochiten (pallida und
pertenue) und bei Leptospiren eine starke und deutliche Farbung.

Es ist selbstverstindlich, daBl die meisten Arbeiten, die auf die Beschrei-
bung dieses Effektes folgten, sich weiter mit der Erforschung beziiglich der
Spirochiten befaBten. AuBerdem hat man-aber — wohl zufalligerweise — die
Beobachtung machen koénnen, daB aufler den Spirochiten auch andere Be-
standteile der untersuchten Fliissigkeiten eine ecigenartige Farbung zeigen.
Wenn namlich auf die Einwirkung einer wisserigen Mercurochromlésung
eine Nachbehandlung mit einer wasserigen Pyoktaninlésung folgt, nehmen
verschiedene Mikrobenarten bzw. einzelne Kdrper-
teile derselben den Gegenfarbstoff in verschiedenem
Grade auf, bzw. behalten das Mercurochrom in ver-
schiedenem Grade in sich.

Um diese Firbungsdifferenzen stirker hervortreten zu lassen, wurden
verschiedene Modifikationen des Verfahrens vorgenommen. Es wurde fest-
gestellt, dal die Farbungsdifferenzen verschiedener Elemente am besten bei
einer langen Mercurochrom- und kurzen Pyoktanin-
einwirkung hervortreten bzw. — was dasselbe Resultat ergibt — bei
Anwendung konzentrierter Mercurochrom- und diinnerer Pyoktaninlosung.

Im allgemeinen wurde gefunden, daB die folgende Modifikation die besten
Differenzierungen erzielt:

Das Objekttragerpraparat wird langsam getrocknet
(Fixierung unndtig).

Farbung mit Losung A etwa 5 Minuten.

Abspiilung mit Wasser.

Farbung mit Losung B etwa 1 Minute.

Abspiilung mit Wasser.

Trocknen.

Untersuchung wie tiblich.
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Losung A: Konzentrierte wasserige Losung des ,,Mercurochrom* (,,Mer-
curochrom® ist ein in der mikroskopischen Technik bisher unbekannter Stoff,
von HYNSON-WESCOTT-DUNNING in Baltimore fiir bakterizide
Zwecke hergestellt. Seiner Zusammensetzung nach ist es das Doppelnatrium-
salz des Dibrom-Oxy-Mercuri-Fluoresceins. In Alkohol méaBig, in Wasser
gut 16slich, ergibt es eine kirschrote, schwach opalisierende Fliissigkeit).

Losung B: Zehnfach verdiinnte Loésung der konzentrierten wésserigen
Losung von ,,Pyoktanin® (,,Pyoktanin® ist eine Art von Methylviolett).

Nach vielfach wiederholter Anwendung dieses modifizierten Verfahrens
bei verschiedenstem Material konnte das Verhalten vieler Elemente und
Mikroorganismen soweit charakterisiert werden, dal} in einem Priparat un-
bestimmten Inhaltes die Feststellung irgendeines dieser Elemente durch seine
Farbungseigenschaft in grofem Ausmafle unterstiitzt werden kann. Die Er-
gebnisse solcher die Mund- und Rachenhdhle betreffender Untersuchungen
wurden unlingst veroffentlicht (Wr. Med. Wschr. 4 [1947]).

Die Tatsache, dafl das besprochene Verfahren bei verschiedenen Elementen
konstante Farbunterschiede hervorruft und dadurch die Differenzierung
bzw. Erkennung einzelner Bestandteile eines Priparates erleichtert, 148t
darauf schlieBen, daBl die weitere Verwendung des Verfahrens haupt-
sdchlich bei solchen Pridparaten eine erh6hte Bedeu-
tung hat, wo Zellen, Grundstoff, Bindestoffe, un-
organisierte Bestandteile, verschiedene Mikroorga-
nismen, Reste von héheren pflanzlichen oder tieri-
schen Materialien usw. gemischt auftreten und man
eine Sonderung der einzelnen Bestandteile wiinscht.
Man begegnet solchem Untersuchungsmaterial auf den verschiedensten Ge-
bieten der Mikrobiologie. In der klinischen Mikrobiologie bzw. Bakteriologie
wurde das Verfahren zur Analyse verschiedener Korperfliissigkeiten mit
Erfolg verwendet. Besonders gute Dienste leistete es bei der Differenzierung
deformierter Epithelien. Das charakteristische Benehmen saprophytierender
bzw. parasitierender Strahlenpilzarten ist ganz auffallend und bildet das
Objekt der vorliegenden Untersuchungen. In der landwirtschaftlichen Mikro-
biologie wurden Versuche mit dem Verfahren besonders bei der Differen-
zierung der Boden- bzw. Diingerflora ausgefiihrt. Hier gab das duBerst ge-
mischte und mannigfaltig zusammengesetzte Untersuchungsmaterial gute
Moglichkeiten zur Differenzierung durch Firbungseffekte.

Vor einiger Zeit wurde in limnologischen Kreisen der Gedanke erwogen, ob
nicht die Mercurochrom-Pyoktanin-Firbung, die in den oben beschriebenen
Verwendungsgebieten durch ihre starke Differenzierungsfihigkeit gute
Dienste leistet, in der Limnologie auch bei den schwierigen Differenzierungen
der Oberflaichenfilme ebenfalls neue Mdoglichkeiten erschliefe? Der Gedanke
ist wohl begriindet. Die Oberflichenfilme gehdren zu den am stirksten ge-
mischten natiirlichen Gebilden, an deren Zusammensetzung Mikroorganismen
beteiligt sind. Die Limnologen umfassen nidmlich unter dem Begriffe: ,,Ober-
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flachenfilm® eine Formation, die sich auf der Oberfliche verschiedener Ge-
wasser aus nicht lebenden Materien anorganischer und organischer Herkunft
und aus Lebewesen (hauptsidchlich Mikroorganismen) in Form von Hiut-
chen bildet (,,Kahmhaut, wenn nur aus Bakterien bestehend). Der Grund
zur Bildung dieses Hautchens ist eigentlich auf physikalische Faktoren
zuriickzufithren. Das spezifische Gewicht der unbelebten Materie und der
Lebewesen gegeniiber dem des Wassers und die — meist unterschitzte —
Kraft der 73 dyn/qem messenden Oberflichenspannung des Wassers sind dabei
die wichtigsten Komponenten. Durch das Zusammenwirken dieser Krifte
werden viele Materien und Mikroorganismen in eine diinne Schicht auf
der Wasseroberfliche zusammengedriangt. Diese Schicht erscheint dann dem
Betrachter als ein diinnes Hautchen, das von englischen Autoren die heute all-
gemein gebrauchte Benennung ,,Film* erhielt. Die Limnologen unterscheiden
den ziemlich scharf abgegrenzten Lebensraum der in diesem Film befind-
lichen Mikroorganismen von andern Lebensriumen der Gewdsser durch die
Bezeichnung ,, N euston“ gegeniiber ,Pleuston®, ,Plankton® usw.

Dieser Lebensraum bleibt hinsichtlich der Mannigfaltigkeit seiner Lebe-
welt nicht hinter den anderen Lebensrdumen der Gewisser zuriick. Der
grundlegende Unterschied zwischen den anderen Lebensrdumen der Gewisser
und dem Neuston besteht darin, daB jene auch aus einer reichen makro-
skopisch sichtbaren Lebewelt zusammengestellt sind, wihrend dieses nur
Mikroorganismen enthilt.

Man mochte glauben, daB die Untersuchungen, die an Oberflichenfilmen
durchgefiihrt worden sind, in erster Linie die Differenzierung der einzelnen
Mitglieder des Lebensraumes erzielt hatten, da dies die grofie Mannigfaltig-
keit zuerst verlangt. In Wirklichkeit begegnen diese Untersuchungen aber
solch erheblichen Schwierigkeiten, wie sie der mikrobiologischen Forschung
im allgemeinen eigen sind und von allen bakteriologischen Untersuchungen,
welche eine Artdifferenzierung verlangen, gut bekannt sind.

Im Falle der Mikroorganismen der Wasseroberfliche sind die Schwierig-
keiten der Artdifferenzierung sogar noch groBer. Der Grund ist einfach, daB
jene Bakterien, welche in den Oberflichenfilmen vorkommen koénnen, viel
weniger bekannt sind als diejenigen der klinischen Untersuchungen, Lebens-
mittelkontrollen usw. Bei einem hohen Prozent der Neuston-Untersuchungen
stoft man auf Arten, welche nur unter sehr groflen Schwierigkeiten wenig-
stens annahernd bestimmt werden konnen. Danach darf es uns nicht wundern,
wenn wir sehr wenigen Neuston-Untersuchungen begegnen, die Analysen
und Differenzierungen im engeren Sinne sind. Die meisten Arbeiten befassen
sich nur mit einem Bestandteil oder einem Mikroorganismus des Films,
welcher als sehr charakteristisch gerade auffallend ist. Solche sind etwa die
aus unzihligen Beschreibungen bekannten Pollen-Oberflichenfilme, die von
Protozoen bzw. Algen verursachten Verfarbungen der Wasseroberfliche u. dgl.
Hier kann man auch jene Arbeiten einreihen, welche aus Abwissern bzw.
von deren Oberfliche stammende Fiulnisbakterien als charakteristisches
Merkmal des betreffenden Abwassers nachwiesen.
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Erst seit kurzer Zeit kann<man-dann-Forschungen begegnen, die be-
swecken, einen Film als eine Einheit unter Analyse zu stellen und simtliche
Mikroorganismen, die darin vorhanden sind, zu agnoszieren. Die Mehrzahl
dieser Untersuchungen arbeitet mit Kulturmethoden und befaBt sich nur
mit den Bakterienstimmen. Es ist erst der neuen biosoziologischen For-
schungsrichtung zu verdanken, dafl man immer mehr und mehr auch Skologi-
sche Beziehungen festzustellen versucht. Einfache Artaufzihlungen aus einem
bestimmten Gebiet werden als wenig wertvoll betrachtet, Pflanzen, Tiere,
Mikroorganismen, ja unbelebte Elemente miissen in Betracht gezogen und
ihre Verhaltnisse zueinander erforscht werden.

Schon bei den makroskopischen Lebewesen begegnen diese Forschungen
groBen Schwierigkeiten. Es ist nur natiirlich, daB diese bei den Mikro-
organismen in noch erhéhtem Ausmafle auftreten. So ist es erklarlich, daf
die Forschungen, welche den Oberflichenfilm als , Einheit* betrachten und
alle seine lebenden und unbelebten KKomponenten bzw. ihre gegenseitigen
Beziehungen aufkliren wollen, sich noch im allerersten Stadium befinden.
Das Problem ist einstweilen, den Film in seine Be-
standteile zu zerlegen.

Zu diesem Zwecke dient vor allem das mikroskopische Priparat des Films.
Man kann den Film mit einem Objekttrager oder Deckglas ohne irgendeine
Schadigung seiner Struktur bequem auffangen und unter dem Mikroskop
direkt betrachten. Wieweit dabei neue Einblicke gewonnen werden kénnen,
hiangt — wie bei allen mikroskopischen Untersuchungen — davon ab, inwie-
weit die einzelnen Teilchen bzw. Mikroorganismen sichtbar und unter-
einander differenzierbar gemacht werden konnen.

Diese Aufgabe erfiillen die verschiedensten Farbungsmethoden, unter
welchen die zusammengesetzten besonders wichtig sipd. Da fast ein jedes
Verfahren einen anderen Bestandteil bzw. eine Bestandteilgruppe der Pri-
parate heraushebt, ist die Differenzierung um so voll-
kommener, je mehr Methoden angewandt werden.

Im Interesse dieses Zieles wurde auch die Mercuro-
chrom-Pyoktanin-Methode herangezogen Mittels der
folgenden Untersuchungen versuchte der Verfasser
ein Bild von der Brauchbarkeit der Methode zur Dif-
ferenzierung des Oberflidchenfilms zu erhalten bzw.
das Benehmen einzelner Elemente des gefidrbten
Films zu charakterisieren.

Zu diesem Zwecke wurden mit 247 Oberflichenfilmen Untersuchungen
durchgefiihrt. Die Filme wurden, um ein moglichst mannigfaltiges Arbeits-
material zu erzielen, absichtlich aus den verschiedensten Lindern, Klimaten,
Hohen und Gewissern entnommen. Die Mehrzahl der Priparate stammt aus
der Bodenseegegend, und zwar sowohl von der osterreichischen wie von der
schweizerischen Seite, aus den Buchten des oberen Rheines entlang den
Grenzen von Liechtenstein, aus der Schweiz selbst und aus den stehenden
Gewiissern beiderseits des Rheines. Ferner aus den Gewissern der franzési-
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schen Alpen, der unteren Rhonegegend, den Nebengewissern der Garonne,
aus Steiermark, vom Plattensee, aus den Debrecener HeiBquellen und aus
der Freiburger Gegend. Was den Charakter der Gewasser anlangt, so
stammen die untersuchten Praparate aus offenen Seen, aus stillen Einbuch-
tungen grofler Fliisse und kleinerer Biche, aus Siimpfen, aus Abwissern,
aus verschiedenen — der Temperatur nach abgestuften — Stellen von Heif}-
quellenbachen, ebenso von Uberschwemmungen wie aus kiinstlichen Bassins.

Aus den einzelnen Filmen wurden kleine Flichen mit einem Objekttriger
oder Deckglas unbeschidigt aufgefangen und getrocknet eingesandt. Farbung
nach Vorschrift mit Mercurochrom-Pyoktanin. Untersuchung mit Immersion
bei einer Vergroflerung von 1200: 1.

Wie der Zweck der Untersuchung es verlangt, wurde die Firbung des
ganzen Filmes, die Differenzierbarkeit der Struktur, die Farbbarkeit der
einzelnen organischen und anorganischen Bestandteile und Mikroorganismen
und endlich die Differenzierbarkeit der einzelnen Elemente beurteilt.

Die Farbung des Films war in allen Fallen reinundohne Nieder-
schlige. Die Konturen der Formelemente scharf ge-
zeichnet.

Aus den untersuchten 247 Filmen wurden bei 195 Farbdifferenzen fest-
gestellt. 21% der Filme waren sehr homogen (oft Reinkultur einer Bakterien-
art), so daB natiirlicherweise keine Farbdifferenzen auftreten konnten.

Die Differenzfarben sind meist Rot und Schwarzblau. Doch findet man
Ubergangsfarben bzw. auch véllige Resistenz gegen beide Farbstoffe, wenn
auch in weit geringerer Zahl. Es ergeben sich so verschiedene Mdglichkeiten
zur charakteristischen Differenzierung in zwei, drei und noch mehr Farben.
Die Haufigkeit der verschiedenen Arten der Farbdifferenzen ist aus dem
Graphikon auf S.233 zu entnehmen (Abb. 1).

Abb. 1. Quantitative Analyse der in verschiedenen Oberflichenfilmen durch die
Mercurochrom - Pyoktanin - Methode hervorgerufenen Farbdifferenzen.

Gesamtzahl der untersuchten Priparate: 247.
Aus diesen A Einfarbig

A einfirbig 21 9 a rot . 7,7 %
B zweifdrbig 62,89 b xc/zwa;abluu .. 00,3 9%
C dreifirbig .. . . 10,1% ¢ Ubergangsfarben 1,99%
D mehrfarbig (bsw. Ubergangsfarben) 2 9

B Zweifirbig C Dreifdarbig
a rot—schwarzblan . . 80 9 a rot—schwarzblauw—ungefdrbt 409
b rot—Ubergangsfarben 1,39 b rot—schwarzblaw— Ubergangsfarben 489
¢ rot—ungefirbt. . 0,6 % ¢ schwarzblan—ungefirbt— Uber-
d schwarzblau—Ubergangsfar btzn 2,59% gangsfarben . . 89
¢ schwargblaw— ungefirbi. ... 3,89% d rot—ungefirbt— Z)bugangsfar ben 49
f Ubergangsfarbcn—ungefiirbi [/
g Tonusunterschiede derselben Farbe 11,89
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Im folgenden werden Ausziige der Teilergebnisse mitgcteilt.
Sie wurden so zusammengestellt, daB die zu besprechenden TFilme gleichzeitig
verschiedene Typen, wie sie im Laufe der 247 Untersuchungen festgestellt wurden,
darstellen.

Es ist zu betonen, daRl diese Beobachtungen keine Analysen der betreffenden
Oberflichenfilme sind und nicht bezwecken, einzelne Mikroorganismen zu be-
schreiben oder simtliche Bestandteile des Films zu charakterisieren. Sie behan-
deln die einzelnen Bestandteile und Mikroorganismen nur insoweit, als sie an
einem Fiarbungseffekt teilnehmen.

Am oberen Rhein, Rechtes Ufer. Sumpfgebict mit perio-
disch steigendem und sinkendem Wasserstand.

Schleimiger, griinlichgrauer Belag auf der Wasseroberfliche. Nicht elastisch,
aber zusammenhaltend.

N ﬁ[ikroskopisches Bild nach Fiarbung mit der Mercurochrom-Pyoktanin-Me-
thode:

Der Grund ist ungefirbt. Entweder ist gar kein Grundmaterial vorhanden
oder ein Stoff, welcher weder das Mercurochrom noch das Pyoktanin aufnimmt.
Das erstere scheint wahrscheinlicher zu sein, da bei Fiarbungen nach anderen
Methoden ebenfalls kein Grundstoff festzustellen war. Das Bild wird durch die
cintdnige, schwarzblaue Farbe verschiedener Mikroben, Kokken und Bazillen
beherrscht. Aus dieser Farbe heben sich scharf in kleineren Gruppen rein rot
gefirbte Fiden. Sie treten meist biindelartig auf. Die einzelnen Tiden sind
verschieden lang, man findet Formen von der Linge eines Kolibazillus bis zu
langen Geflechten. Bei niherer Betrachtung fillt es auf, daf neben den sich
rot firbenden Faden auch ganz gleiche Fiaden in schwarz-
blauer Farbe vorhanden sind. Es sind sogar Biindel zu finden, wo rote und
schwarzblaue Faden gemischt vorkommen. Farbiiberginge wurden in keinem
Falle beobachtet. Die Bestimmung dieser Fiden fiihrte zur Gruppe der Strahlen-
pilze. Dafiir spricht auch das Verhalten der Fiden gegeniiber Gram und Jod.
Iis gibt Beobachtungen, aus denen sich das unregelmiBige Verhalten von Strahlen-
pilzarten gegeniiber Fiarbungen ergibt, die scharfe Differenzierung in zwei
entgegengesetzte IFarben ist aber ein charakteristisches Verhalten gegentber der
Mercurochrom-Pyoktanin-Methode. Die Ursache dieser Iirscheinung ist nicht
geklirt. Nach Ergebnissen der Kulturversuche muf man annehmen, daB wir
nicht einer Symbiose verschiedener Arten gegeniiberstchen, sondern cine Art
vor uns haben, die zweierlei Féden bildet.

Am Bodensee. Ufer bei ILochau Klcine Einbuchtung
mit schlammigem Boden.

Dic ganze Bucht von einer matten Oberflichenschichte bedeckt, welche in der
Nihe des Ufers gleichmiBig dicker wird und eine weifie Farbe annimmt.

a) Etwa 3m vom Ufer. Dinne, fast durchsichtige Schicht.

Mikroskopisches Bild nach Firbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

GleichmiBiger strukturloser Grundstoff in hellrosa Farbe. Dieser Grundstoft
ist kaum zu sehen, da er von den sich schwarzblau firbenden Mikroben vollig
bedeckt ist. Doch erlaubt die rosa Farbe, die zum Dunkelblau in starkem Gegen-
satz steht, das Vorhandensein ganz minimaler Mengen Grundstoff festzustellen.
Die Mikroben bestehen aus wenigen Kokken und etwa 80% Bazillen. Sie
heben sich von dem Grundstoff gut ab. Im Nativpridparat
oder inmit Methylenblauod dgl. nach Gram, Giemsa, May-
Griinwald gefirbten Priparaten ist das Vorhandensein
eines Grundstoffes und folglich die Differenzierung der
Mikroorganismen von ihm nicht festzustellen.
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Abb. 2. Junges (a) und fortgeschrittenes (b) Stadium desselben Oberflichenfilms,
dargestellt durch die Mercurochrom-Pyoktanin-Methode, 1200: 1.

rot [ schwarzblau

[

b) Gleich am Ufer. Verdickte, grauweifle Schichte.

Mikroskopisches Bild nach Fiarbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

Das Priparat wird von der starken roten IFarbe des dicken strukturloscn
Grundstoffes beherrscht. Man findet meistens fleckenartige, abgerissene Teile,
die sich als rote, metallihnliche Plattchen prasentieren. Diese Eigentiimlichkeit
crlaubt auf das Alter des Films zu schlieBen, da die unbelebten,
meistens von den Mikroben erzeugten Bindestoffe erst nach langer Zeit sich
so anhaufen und ihre Elastizitit allmihlich verlierend in pordse Plattchen zer-
fallen. Da der Grundstoff sich mit den meisten Firbemethoden nur sehr schwach
oder tiberhaupt nicht firbt, ist die Erkennung pordsen Zerfalles viel schwieriger
als mit der Mercurochrom-Pyoktanin-Methode, die, wie erwihnt, die zerfallenen
Teilchen als stark abgegrenzte Plattchen darstellt. Die Richtiglkeit der Beur-
teilung des Alters nach dem Vorhandensein der Plattchen wurde dadurch be-
wicsen, dal sich in diesem IFalle aus dem roten Untergrund ziemlich wenige
Mikroben abheben, das heifit, die Vermehrung der Mikroorganismen ist im Ab-
klingen. Dieser Umstand ist durch den Farbenunterschied rot gegen dunkelblau
cbenfalls leicht festzustellen (Abb. 2).

Bci Debrecen (Ungarn). Nebenabflufh (6ocm breit) ciner
Heiflquelle, von der Quclle 140m entfernt. Wassertempe-
ratur 48 C.

Kaum wahrnehmbare Bildung auf der Wasseroberfliche, doch cine auf Objekt-
triiger auffangbare Schichte vorhanden.

Mikroskopisches Bild nach Firbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

Sich schiwach rosa firbender, ungleichmiBiger, liickenhafter Grundstoff. Wahr-
scheinlich nicht organischer Herkunft. Schwarzblau gefirbte Bestandteile. Mikro-
organismen fehlen. Aus dem Grund erheben sich ginzlich ungefirbte(!) unregel-
miaBige Gebilde. Sie nehmen weder das Mercurochrom noch das Pyoktanin an.
Der Lichtbrechung nach sind sie mineralischer Herkunft, mcistens Quarz. Sie
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stammen aller \Vahrscheinlichkeit nach aus--der Luft und werden durch dje
Oberflichenspannung des Wassers in der Filmschichte festgehalten. Sie di f-
ferenzieren sich bei Anwendung des Mercurochrom-Pyoktanin-\er-
fahrens sehr gut vonallenanderen Bestandteilendes Filmes.

Bei Debrecen (Ungarn). NebenabfluB (120 cm breit) der-
selben HeiBquelle, vonder Quelle 1600m entfernt. Wasser-
temperatur 26°C.

Gelbbraunliche, schaumartige Oberflichenschichte von mattem Glanz. Der
Film ist von bedeutender Elastizitit.

Mikroskopisches Bild nach Farbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

Das Bild wird von roten, ring- bzw. blasenartigen Gebilden beherrscht, die
runde, kugelférmige ungefirbte Stellen umschlieBen. Diese Struktur des Grund-
stoffes ist an allen Stellen des Filmes gleich und verrat das Vorhandensein eines
elastischen Bindemateriales, welches eine betrdchtliche Oberflichenspannung hat.
Die Fiarbungsversuche mit Methylenblau, Fuchsin, nach Gram, Giemsa usw.
lassen diese Struktur nicht deutlich hervortreten, da die groBe Anzahl von Mi-
kroben und anderen Bestandteilen sich auch in derselben Farbe firben wie der
Grundstoff selbst und es verhindern, der regelmaBigen Linie der Blasen zu
folgen. Bei der Mercurochrom-Pyoktanin-Farbung hebt sich die Mehrzahl der
Mikroorganismen in blauschwarzer Farbe ab. Unter denselben herrschen die
Bazillenformen vor, doch lassen sich zahlreiche Formen tierischen Charakters
erkennen. Auffallend waren die Vorticellen, bei denen eine interessante Fir-
bungseigenschaft festzustellen ist. Diese Protozoen nehmen namlich das Mercuro-
chrom ziemlich stark auf und geben die rote Farbe bei der Einwirkung des
Pyoktanins nicht ganzlich ab. So entstehen ungleichmaBige Nuancen von Rot bis
Blau. Die einzelnen Organellen dieser Protozoen unterscheiden sich voneinander
nicht durch verschiedene Farbtdne, sondern der ganze Korper hat eine violette
Farbe. Durch diese, die sonst im Mercurochrom-Pyoktanin-Préparat selten ist,
entsteht eine ziemlich deutliche Differenzierung.

Fiirstentum Liechtenstein Abwasser ineinem Landgut.
Dicke, schleimartige Oberflichenschichte von weiigelber Farbe.

Mikroskopisches Bild nach Farbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

Das ganze Praparat besteht aus eng aneinandergepaBten und angehiuften
Bazillen, die sich ohne Ausnahme schwarzblau firben. AuBer diesen Gebilden
sind keine anderen Elemente zu finden. Ein Grundstoff der sich hell-
blau firbt (im Gegensatz zu den meisten Bindestoffen, die die rote Farbe
behalten), ist vorhanden. Chemische Untersuchungen, die Verschiedenheit der
mercurochromfesten und -labilen Bindestoffe betreffend, sind im Gange.

Grenoble (Frankreich), Runder, periodischer Klein-
timpel von 15¢cm Durchmesser auf feuchtem Moosboden
in gemischtem Wald.

Uber dichtem Algengeflecht diinner, hauchartiger, farbloser Film. Das Vor-
handensein des Films ist durch Betrachten von oben her iiberhaupt nicht wahr-
zunehmen. Erst beim Berithren der Wasseroberfliche wird die elastische zu-
sammenhingende Schicht wahrnehmbar.

Mikroskopisches Bild nach Firbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

Einige sich schwarzblau firbende Kokken und Bazillen liegen zerstreut. Grund-
material ist nicht festzustellen. In Gruppen, selten einzeln liegende runde Ge-
bilde von etwa 3—4 u Durchmesser. Nach Feststellungen durch Kulturversuche
sind es Sporen von verschiedenen Hyphomyceten, hauptsichlich Penicilliumarten.
Sie weisen ein interessantes Verhalten gegeniiber beiden Farbstoffen auf. Meh-

236 Vago



rere Sporen erscheinen in schwarzblauer Farbe;-dhnlich anderer Mikroben. AuBer
diesen Sporen sind wieder andere in simtlichen Farbnuancen bis zu Rot zu finden.
Um diese Erscheinung ndher zu erforschen, wurden, unabhingig von dén limno-
logischen Untersuchungen, Firbungsversuche mit verschiedenen Hyphomyceten-
sporen durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, daB bei Sporen verschie-
dener Arten nur unbedeutende Abweichungen der Farbe vorkommen. Einen
viel ausschlaggebenderen Faktor bildet der Entwicklungsgrad der Sporen. Der
verschiedene Grad der Aufnahme des Mercurochroms, bzw. Pyoktanins indert
sich, je nachdem ob die betreffende Spore noch eine lockere Konsistenz oder schon
cine verstirkte Wandbildung aufweist. Dic Methode differenziert die aufge-
sprungenen Sporenhdute durch Farbenunterschiede. Diese dhneln denjenigen, die
durch die Methylenblau-Mercurochrom-Sporenfirbungsmethode (Vagd: Schweiz.
Z. Pathol. 1947) hervorgerufen werden, nur sind sie bedeutend weniger deutlich.

Grenoble (Frankreich). AbfluB eines periodischen,
kleinen Sumpfgebietes.

Dichter, gelblichweiBer Belag, in seiner ganzen Flache gleichmiflig, sehr
elastisch und zusammenhaltend trotz der standigen Bewegung des \Vassers.

Mikroskopisches Bild nach Firbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

ZusammenflieBende Menge von sich schwarzblau firbenden Bazillen. Binde-
stoff kaum bemerkbar, schwach bldulich. In den Priparaten, die von der Nihe
des Ufers stammen, fallen beim ersten Blick leuchtend rote Gebilde auf,
dic aus der gleichmiBig schwarzblauen Menge der Bazillen ,hervorspringen
Bei niherer Betrachtung konnte man feststellen, daB diese Gebilde Epithel-
zellen tierischer Herkun {t sind. Sie befinden sich im Zustande des
Zerfalles; ihre charakteristische Féarbung ist aber so stark, daB selbst kleinste
Epithelzellenteilchen durch sie zu erkennen sind. Besonders schone Differenzie-
rungen sieht man bei denjenigen Epithelzellen, welche von Bakterien besiedelt
sind. Die schwarzblauen Bazillen liegen auf dem hellen Rot der Epithelzellen.
Spiater wurde festgestellt, daB sich der ganze TFilm in Zusammenhang mit
den tierischen Zellen von einer Hundeleiche gebildet hat (Abb. 3).

St. Gallen (Schweiz). Regenwasser in Felsenvertiefung.

Hauchartiger, irisierender Film.

Mikroskopisches Bild nach Farbung mit Mercurochrom-Pyoktanin:

Schwarzblaue Bakterien und Kokken und der sich hellblau firbende Binde-
stoff geben dem ganzen mikroskopischen Bild einen blauen Ton. Von dieser
Farbe sondern sich hiaufig vorkommende, immer dieselbe Struktur aufweisende
Plittchen mit unscharfen Rindern ab. Sie sind durch aderartig verlaufende
Iinien in Vielecke geteilt. Die Plattchen sind von gelbroter Farbe, die
Adern mehr rot. Wie es die charakteristische Struktur leicht erkennen
1aBt, sind diese Plattchen Bruchteile von Blittern bzw. anderen Pflan-
zenteilen. Wie aus der obigen Beschreibung der Firbungseigenschaft ersichtlich
ist, ermoglicht die Mercurochrom-Pyoktanin-Methode eine sehr deutliche und
scharfe Absonderung dieser Bruchsticke, die hiufig vorkommende
Bestandteile verschiedener Filme bilden. Noch schoner ist das durch die Mer-
curochrom-Pyoktanin-Farbung erzielte mikroskopische Bild, wenn man auf Bruch-
teile stoBt, welche noch unzersetztes Chlorophyll enthalten. Weder das Mercuro-
chrom noch das Pyoktanin greifen in kurzer Zeit das Chlorophyll an, so daB
wir unter schwarzblauen Bakterien (ev. in hellblauem Bindestoff) griine Plitt-
chen mit roten Aderungen erhalten.

Als Zusammenfassung der oben angefithrten Teilergebnisse kann fest-
gestellt werden, da die Mercurochrom-Pyoktanin-Methode in den Ober-
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flichenfilmen Farbdifferenzen hervorruft, Die einzelnen Formelemente und
Mikroorganismen des Films erscheinen a) in roter Farbe, b) in schwarz-
blauer Farbe, c) in Ubergangsfarben zwischen Rot und Blau.

Die Farbe einzelner Elemente ist konstant und cha-
rakteristisch.

Die bisher beobachteten stiirksten IFarbungseffekte der Differenzierung
sind die rote und blaue Farbe der Bindestoffe die
schwarzblaue Firbung der verschiedenen Kokken
und Bazillen, die verschiedenen Farben zweier Strah-
lenpilzfiden, die Farbiibergange der Hyphomyceten-

Abb. 3. Mikroskopisches Bild (1) mit
Farbenschema (I1) eines Oberflichen-
filmes, der auf kaum merkbarem
Bindestoff (A.) reichlich Mikroben,
hauptsachlich Staphylokokken (B.)
und sich im Zerfallen befindliche
tierische Epithelzellen (C.) enthilt.
Farbung mit Mercurochrom-Pyok-
tanin. Abbildungsmafstab 1200: 1.

SCHWARZBLAY

WEISSLICH A
(A) 5
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sporen und verschiedener -Algengebilde sowie das
charakteristische Benehmen von Koérperzellen hohe-
rer pflanzlicher und tierischer Organismen,

Die Rolle dieser Firbungsunterschiede in der Analyse der Oberflichen-
filme kann wie folgt gekennzeichnet werden:

Die Mercurochrom-Pyoktanin-Differenzierung farbt einerseits Elemente,
die durch andere Differenzierungsmethoden (GRAM, ZIEHL-NEELSEN,
MAY-GRUNWALD, GIEMSA, LEISHMAN, TRIBONDEAU, NEIS-
SER usw.) verschieden gefarbt sind, gleich.

Sieruft anderseits unter Elementen, die durch die oben
genannte andere Differenzierungsmethode nicht dif-
ferenziert werden konnen, Unterschiede hervor.

Durch diese Eigenschaftenermoglichtsieneue Dif-
ferenzierungen in der Analyse der Oberflidchenfilme.

IEs sei auf die Notwendigkeit weiterer Versuche hingewiesen, um durch
Feststellung konstanter Farbungseigenschaften von weiteren Elementen,
hauptsichlich in Filmen, die von Algen und Pollenkornern gebildet werden,
weitere Anhaltspunkte zur Oberflachenfilm-Differenzierung geben zu kénnen.
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