
FÄRBUNGSVERFAHREN ZUR ZÄHLUNG  
VON HYPHOMYCETESSPOREN
Mit 1 Abbildung V on D R. S. V Ä G Ö

(L e iter  der bakteriologischen und biologischen Abteilung 
des französischen Sp ita ls für V orarlberg, Feldkirch)

Die Feststellung der Anwesenheit von Sporen der niedrigen Pilzarten ist 
eine Untersuchung, die in den verschiedensten Gebieten der M ikrobiologie 
vorgenommen werden muß. Abgesehen von den Forschungen betreffend die 
durch die Penicillin-Erzeugung in den Vordergrund getretene A rt und von 
den botanischen Beziehungen, muß in erster Linie auf die laufenden Unter­
suchungen des klinischen Laboratoriums und auf die Lebensmittelunter­
suchung hingewiesen werden. Bei allen diesen Untersuchungen hat man die 
Aufgabe, e r s t e n s  festzustellen, ob Sporen von gewissen niedrigen P ilz ­
arten ü b e r h a u p t  v o r h a n d e n  sind, z w e i t e n s ,  i n  w e l c h e r  
M e n g e  sie vorhanden sind.

Zu diesem Zwecke wurden im allgemeinen die Präparate in nativem Zu­
stande untersucht, und zwar bei einer solchen Öffnung der Aperturblende, 
bei welcher die Sporen durch ihre Formen erkannt werden können.

Eine solche Untersuchung kann aber nur dann vorgenommen werden, wenn 
die Sporen auf klarem Untergrund stehen und ihre Form deutlich hervor­
treten kann. Bei der M ehrzahl der notwendigen Untersuchungen haben wir 
aber ein Untersuchungsmaterial vor uns, wo diese Sporen in Mengen von 
Epithelzellen, Leukozyten, Pflanzenteilen, Lebensmittelbruchteilen und haupt­
sächlich in Bakterienhaufen eingehüllt sind. In diesen Fällen ist es un­
möglich, mit dieser Methode die Zahl der vorhandenen Sporen, sehr oft so­
gar das einfache Vorhandensein der Sporen festzustellen.

D i e  e i n w a n d f r e i e  Z ä h l u n g  d e r  S p o r e n  k a n n  n u r  m i t  
H i l f e  e i n e s  s o l c h e n  F ä r b u n g s  V e r f a h r e n s  e r z i e l t  w e r ­
d e n ,  w e l c h e s  d i e  S p o r e n  v o n  s ä m t l i c h e n  a n d e r e n  B e ­
s t a n d t e i l e n  d e s  P r ä p a r a t e s  z u  t r e n n e n  v e r m a g .

Zu diesem Zwecke versucht man einfache Karbolfuchsin-, Methylenblau- 
usw. Lösungen zu verwenden, durch welche die Sporen sich nicht färben, 
und unter den gefärbten Bestandteilen des Präparates auffallen. D ie P raxis 
hat aber gezeigt, daß diese Methode weitgehend unzuverlässig ist.

Zu bedeutend besseren Ergebnissen führen die für die Darstellung ver­
schiedener sporulierender Bazillen ausgearbeiteten Verfahren. D ie Farb- 
unterschiede, die diese Verfahren bei den Pilzsporen erzielen, lassen diese 
aus der Umgebung hervortreten, doch ist die Absonderung der Sporen von 
der Umgebung noch nicht so vollkommen, daß sie die Forderungen der 
quantitativen Untersuchung erfüllen könnte.

Durch Einführung einer in der M ikrotechnik bisher nicht verwendeten 
Chemikalie ist es dem V erfasser gelungen, eine neue Färbungsreaktion her­
vorzurufen, die die Sporen der niederen Pilzarten in intensiver Farbe, mit
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großem Farbunterschied von allen übrigen Bestandteilen des Präparates 
abhebt.

D ie Differenzierung wird durch die Anwendung des D i n a t r i u m- 
s a l z e s  d e s  D i b r o m - o x y - m e r c u r i - f l u o r e s c e i n s  erzielt. 
Diese chemische Verbindung ist ein Präparat der Firm a H Y N S O N -W E S - 
C O T T  & D U N N IN G  in Baltimore, unter dem Namen „M ercurochrom “ 
bekannt. Jetzt wird es auch in Europa erzeugt. Es findet Verwendung als 
Desinfektionsmittel in der ärztlichen P raxis. M it H ilfe  dieses Mittels soll 
das V erfahren wie folgt ausgeführt werden:

Fixieren  des Präparates über der Flamme (oder nach beliebiger Methode).
Färben mit alkalischer Methylenblaulösung unter Erhitzen (ca. 2 Minuten).
Abspülen mit W asser.
Nachfärben mit Mercurochromlösung (ca. 5 Minuten).
Abspülen m it W asser, trocknen. U ntersuchung w ie üblich.

L ö s u n g e n :

A . A lkalische Methylenblau-Lösung:

Methylenblau, konzentrierte Lösung in Aqua destillata . 25,0 g 
Kalium  hydricum 0,1 g
Aqua destillata ad. 100,0 ccm

(die L Ö F F L E R sch e M ethylenblau-Lösung ist wegen ihres Alkohol­
gehaltes (E rh itze n !) und ihrer nicht genügend alkalischen Reaktion
weniger geeignet).

B. Mercurochrom-Lösung:

Konzentrierte wässerige Lösung des Dinatrium salzes des Dibrom-
oxy-mercuri-fluorescelns.

Der W irkungsmechanismus der Methode kann kurz im folgenden zu­
sammengefaßt werden:

Das heiße Methylenblau färbt sämtliche T eile  des Präparates, so auch die 
Sporen. D ie darauf folgende Einwirkung der Dibrom-oxy-mercuri-fluorescein- 
Lösung erzielt eine Entfärbung ohne Anwendung irgendeiner Entfärbungs­
flüssigkeit und gleichzeitig eine Rotfärbung. Eine für die Reaktion grund­
legende Erscheinung ist, daß das Mercurochrom in die Sporen nicht ein- 
dringen kann (Struktur der Sporenzellenwand und molekulare Eigenschaften 
des Mercurochroms). So können die Sporen in ihrer unveränderten blauen 
Farbe erscheinen, während alle anderen Bestandteile des Präparates die 
rote Farbe des Mercurochroms aufnehmen mußten. (Einzelheiten und B e­
merkungen betreffs dieses Verfahrens siehe: Literatur 11.)

Das durch die Anwendung dieses Verfahrens zur Zählung der Sporen 
fertiggestellte P r ä p a r a t  erscheint unter dem Mikroskop in  e i n e r  
g l e i c h m ä ß i g e n  h e l l r o t e n  F a r b e .  D iese Farbe w ird von den 
tierischen und pflanzlichen Zellen, den verschiedensten Mikrobenarten und 
anderen uncharakteristischen Stoffresten verursacht, die sich alle in der hell-
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Sporen von Penicillium glaucum in einer Bakterienmasse. Gefärbt durch die 
Methylenblau-Mercurochrom-Methode. Vergrößerung 1000 :J.

1. Penicillium glaucum-Sporen. 2. Masse verschiedener Bakterien.

roten Farbe des Mercurochroms färben. Dieser gleichm äßige Farbton wird 
durch andere Farben nicht gestört, nur d i e  S p o r e n  h e b e n  s i c h  i n  
d u n k e l b l a u e r  F a r b e  a b .

Für die Zählung ist es von außerordentlicher W ichtigkeit, daß w ir nichts 
anderes im ganzen Bilde sehen, als nur auf rotem Grunde stehende, stark 
abgegrenzte Einheiten, die äußerst leicht zusam m engezählt werden 
können.

Bei der Anwendung dieses Verfahrens fallen alle jene Schwierigkeiten weg, 
welche die quantitative Bestimmung der Sporen in kompakten Massen 
meistens unmöglich machten, was um so wichtiger ist, weil die zur Unter­
suchung kommenden M aterialien fast immer solcher Natur sind. Gleichfalls 
braucht die Auflösung, lange Lockerung, chemische Isolierung des U nter­
suchungsmateriales zwecks Absonderung der Sporen von den anhaftenden 
Bestandteilen nicht zu erfolgen. Ferner ist man nicht genötigt, gewisse Teile 
des Präparates auszusuchen, wo die Sporen verhältnism äßig klar liegen, um 
eine leichtere Zählung zu ermöglichen. D ie Zählung der Sporen kann nach 
Färbung mit dem besprochenen V erfahren in  a l l e n  T e i l e n  d e s  
P r ä p a r a t e s  vorgenommen werden, sogar auch in den dichtesten
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Bakterienmassen, denn die intensive Farbe der dunkelblauen Sporen ist auch 
unter der Decke der hellrot gefärbten Bakterien, Epithelzellen usw. gut 
erkennbar.

D ie Färbung kann so auf eingeteilten w ie auch auf gewöhnlichen O bjekt­
trägern angewandt werden.

D as V erfahren  leistet besonders gute Dienste bei solchen Untersuchungen, 
wo die M enge der vorhandenen Sporen nicht durch Zählung der Einheiten 
bestimmt wird, sondern nur durch einen Überblick beurteilt werden soll. Die 
Erfahrungen von vielen Untersuchungen dieser A r t  haben bestätigt, daß, bei 
Anwendung dieser Methode, die leuchtende blaue Farbe der Sporen, die ohne 
störende Farben anderer Bestandteile des Präparates hervortreten kann —  
man kann sagen —  beim ersten B lick  ins M ikroskop die Feststellung der 
Menge, eventuell der V erteilung der vorhandenen Sporen ermöglicht. Diese 
E igenschaft wird sich um so mehr einer bevorzugten Verwendung erfreuen 
können, w eil die Feststellung des Ausmaßes der Hyphomyzeten-Verun­
reinigungen in der klinischen P raxis, sowie bei der Lebensmitteluntersuchung 
größtenteils auf diesem W ege geschieht.
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