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O interesse do estudo das granulagGes

do bacilo de KocH sobresie de varios

fatos
dellas.

que se verificam por observagao

A grande rezistencia que essas granu-

lacGes aprezentam ds cauzas de destruigio
do bacilo, a constancia de sua prezenga no

weis der Granula im Eiter nach Filtration
durch BERKEFELD’sche Filter, — Tuberkel-
erzeugende Substanz. — Reaktion des infi-
cirten Organismus. — Chemische Natur der
(vranula. — Precipitation 7z o2itro der
l6slichen Kalksalze unter der Form von
Phosphaten. — Verschwinden der Granula
in Folge dieser Reaktion., — Bacillocasein
von AUCLAIR und Paris und die Granula-
tion der Bazillen. — Uebertragung der
Tuberculose in Serien durch Einimpfung
der Granula. — Latente Tuberculose., —
Schlussfolgerungen. — Bibliographie.

Die Bedeutung des Studiums der Gra-

nula 1n den KocH’schen Bazillen erhellt
aus verschiedenen Tatsachen, die man bei
ithrer Beobachtung erkennt.

Die bedeutende Resistenz dieser Gra-

nula gegen bazillenzerstorende Einfliisse,
ihr bestindiges Vorkommen in tuberculésem
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material de natureza tuberculoza, onde
mesmo hao se encontram bacilos inteiros,
a variabilidade do numero, da forma e do
volume sao fatos que justificam estudo um
pouco mais cuidadozo da natureza dessas
granulagbes. Ainda mais: essas granula-
¢coes varlam em volume, em forma e em
numero niao sO nos bacilos da tuberculoze
como nos para-tuberculozos, no da lepra
e em geral nas estreptotriqueas. E’ varia-
vel ainda a dispozigio que ocupam no
bacilo da tuberculoze (central, excentrica,
polar, bipolar). No estudo comparativo
dessas granulagdes com as dos acido-rezis-
tentes comuns e as do bacilo de HANSEN
observamos que diferengas mais notaveis
existem entre as granulagées do bacilo da
tuberculoze e as do bacilo da lepra, que
entre estas e as acido-rezistentes. Pelo
menos entre as amostras estudadas a estru-
tura do bacilo de HANSEN se aproxima
mais da estrutura do da pseudo-tuberculoze
BinoT que da do bacilo da tuberculoze ver-

dadeira.

E’ assim que os bacilos da lepra cérados
pelo metodo que anteriormente aconselhel
(1908 e 190g) se aprezentam quazl que em
sua totalidade corados excluzivamente pelo
cristal-violeta que impregnou todo o corpo
do bacilo; em numero muito menor apre-
zentam-se bacilos granulares com espagos
claros entre as granulagles. A razio desse
fenomeno atribue-se ao estado de morte
da maioria dos bacilos nos lepromas. Infe-
re-se dai ainda que a perda da alcool-re-
zistencia foi orijinada pela hidrélize das
substancias de natureza graxa existentes
no bacilo, como sucede com os bacilos de
KocH no puz tuberculozo e que é determi-
nada pla fuberculo-ciraze, fermento que
encontrimos no puz tuberculozo e cuja
natureza determinimos em trabalhos ante-
riores (1908 e 190g). Esse mesmo fer-
mento foi encontrado tambem no puz
tuberculozo por BERGEL (190g) que estu-
dou a sua agdo sobre a céra das abelhas, e
recentemente FIESSINGER € PIERRE MARIE
(1909) confirmaram esses trabalhos e sem
que delles tivessem conhecimento, reco-
nhecendo por outro caminho a existencia

‘ [ ]

Material, in welchem sich keine ganzen
Bazillen finden, ihr Schwanken in Zahl,
Form und Grisse sind Umstinde, welche
ein etwas sorgfiltigeres Studium der Natur
dieser Granulationen rechtfertigen. Ueber-
diess findet sich ein solcher Wechsel in
Grosse, Form und Zahl nicht nur bei den
Tuberkelbazillen, sondern auch bei den
paratuberculdsen, bei denen der Lepra und
im Allgemeinen bei den Streprotricheen.
Auch die Lagerung im Tuberkelbazillus
wechselt ; sie kann central, excentrisch,
polar oder bipolar sein.

Beim Vergleiche dieser Granula mit
denjenigen der gewohnlichen siurefesten
und des HANSEN’schen Bazillus beobach-
teten wir auffallendere Unterschiede in den
Kdornern des Tuberkel- und Leprabazillus,
als zwischen diesem und den siurefesten.
Wenigstens in den wuntersuchten Proben
naherte sich die Struktur des HANSEN’schen
Bazillus mehr derjenigen des Bazillus der
Pseudotuberculose von BinoT, als der-
jenigen des dchten Leprabazillus.

So sieht man, dass bei Firbung nach
der von mir 1908 und 1g9og empfohlenen
Methode, die Leprabazillen fast alle
ausschliesslich die Farbe des Krystall-
violetts zeigen, welche den ganzen Bazillen-
korper durchtriankt hat ; in weit geringerer
Zahl zeigen sich kornige Bazillen mit
hellen Zwischenriumen zwischen den Gra-
nulationen. Die Ursache dieser Erschei-
nung sucht man darin, dass die Bazillen
der Leprome zum grossten Teile abge-
storben sind. Man schliesst daraus, dass
der Verlust der Alkoholresistenz durch die
Hydrolyse der im Bazillus vorhandenen
tetthaltigen Substanzen entsteht, wie es bei
den Kocn’schen Bazillen im tuberculdsen
liiter der Fall ist, wo sie durch die
Tuberculocirase bewirkt wird; dieses
Ferment habe ich im tuberkulésen Eiter
aufgefunden und seine Natur in einer
fritheren Arbeit festgestellt. (1908 und
1909). Auch BeRGEL fand dieses Ferment
im tuberkulGsen Eiter und studierte seine
Einwirkung auf Bienenwachs ; neuerdings
bestitigten auch FIESSINGER und PIERRE
MaRIE diese Arbeiten, ohne sie zu kennen,
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nos linfécitos de fermento saponificador da

céra das abelhas.

Na lepra a analojia prevé que se
observe o mesmo fenomeno que na tuber-
culoze, tanto mais quanto rezulta da obser-
vagao de Mac-LEop (1909) que nos lepro-
mas os bacilos de HANSEN em sua maioria
se acham mortos.

Nas lezoes tuberculozas, entretanto, e
mesmo nas culturas, na maloria senio
quazi na totalidade, os bacilos quando
perdem a alcool-rezistencia, aprezentam
somente as granulacdes céradas em violeta
e separadas por espagos claros, ao contra-
rio do que sucede na maioria dos bacilos
nos lepromas e nas pseudo-tuberculozes
(amostras BinoTr, MOELLER, FICKER e
ToBLER). O bacilo da tuberculoze sé se
aprezenta ntensamente cérado em violeta
nas formas de dejeneragdo muito acen-
tuada quando existem em lezdes tubercu-
lozas ou nas formas muito novas quando
examinadas em culturas.

Isto rezulta ndo sé do volume das gra-
nulacdes como do estado de condensacio
em que se acha no interior dos bacilos a
substancia que as constitue e da forma que
ellas aprezentam apoz a fixacio e colora-
¢ao. Sempre granulares, esfericas na tuber-
culoze, mostram-se redondas, ovoides ou
levemente angulares na lepra e nos acido-
rezistentes. Nas formas actinomicoticas da
tuberculoze vém-se granulacSes em forma
de clava ou ovoides.

Na tuberculoze as granulagées exer-
cem funcio essencial 4 vida do bacilo. A
variabilidade do seu numero e volume, nao
sO em relagdo aos outros bacilos como ao
proprio em que estio incluidas, da sua
colocagao no interior dos bacilos (bipolar,
central, levemente afastadas do eixo do
bacilo), e a existencia de granulagGes em
liberdade nas culturas homojeneas, apre-
zentando uma orla de substancia que se
mostra alcocl-rezistente, a auzencia de
rranulacdes limitadas aos bacilos, ainda
que raros, que tomam o GRAM intensa-

indem sie auf anderem Wege in den Lvm
phocyten das Vorkommen eines Bienen-
wachs verseifenden Fermentes erkannten.

Bei der Lepra kana man in analoger
Weise das Vorkommen derselben Erschei-
nung ernwarten, um so mehr, als aus den
Beobachtungen  von  Mac-LEop  (190g)
hervorgeht, dass in den Lepromen die
H AnsEN’schen Bazillen der Mehrzahl nach
abgestorben sind.

Dagegen zeigen in den tuberkulésen
LLasionen und besonders in den Kulturen

die meisten oder nahezu alle Bazillen,
wenn sie die Alkoholresistenz verlieren. die
Granula violett gefirbt und durch helle
Zwischenrdume getrennt, im Gegensatz zu
dem, was in meisten Bazillen bei Lepromen
und Pseudotuberkulose der Fall ist (Ba-
z1llenstimme von BINOT, MOELLER, FICKER
und ToBLER). Der Tuberkelbazillus zeigt
eine intensive Violettfirbung in tuber-
kuldsen Lisionen nur bei sehr ausgespro-
chenen Degenerationsformen und in Kul-
turen nur bei sehr jungen Formen.

Es geht dies nicht nur aus dem Vo-
lumen der Granula hervor, sondern auch
aus dem Zustande der Verdichtung, in
welchem die sie bildende Substanz im
Innern der Bazillen vorkommt und der
Form, welche sie nach Fixierung und
Farbung zeigen. Bei der Tuberkulose
immer kornig und rund, zeigen sie sich
bei Lepra- und sdurefesten Bazillen rund,
langlich oder leicht eckig. Bei den akti-
nomykotischen Formen der Tuberkulose
zeigen die Granula eine Keulen- oder
Eiform.

Ber1 der Tuberkulose haben die Gra-
nula eine fiir das Leben des Bazillus
wesentliche Funktion. Thre Verinderlich-
keit in Zahl und Grosse, nicht nur den
anderen Bazillen gegeniiber, sondern auch
in Beziehung zu dem Bazilllus, welcher sie
einschliesst, und ihver Lagerung im Innern
der Bazillen (bipolar, central und etwas
ausserhalb der Axe des Bazillus), sowie das
Vorkommen von freien Granulis in homo-
genen Kulturen, welche einen Saum von
alkoholbestindiger Substanz aufweisen, das
Fehlen von Kornern, welches sich auf die



mente, além disso, a concordancia de para-
lelismo das granulagdes nos grumos baci-
lares sao razdes que militam pela necessi-
dade da granulagio para a vida do bacilo.

Essas granulagdes sdo céraveis pelos
metodos de GieMsa, ROSENBUSCH, DELA-
FIELD € HEIDENHAIN.

O metodo de GIEMsA merece alguns
reparos especiais. Si se faz a fixagao pelo
alcool absoluto as granulagdes nao se
cdram bem ; o bacilo aprezenta-se com
manchas vermelhas no seu interior; a
forma granular nio é, porém, nitida. A
fixacio pelo calor revela a granulagao, ora
cérada em vermelho intenso, ora em ver-
melho violaceo. O metodo de GIEMSA novo
(fixacio a humido) (1909) mostrou-nos
nos bacilos massas céradas em vermelho,
que aprezentavam granulagSes mais inten-
samente céradas. Da, entretanto, poucas
minucias.

O metodo de ROSENBUSCH presta-se
pouco ; os de HEIDENHAIN e DELAFIELD
coram melhor.

Poder-se-ia julgar ser a granulagio
um produto artificial em virtude da
tecnica de fixagio (quando se nao uzasse a
fixacio a humido), se ellas nio fossem
perfeitamente viziveis pelo exame a fresco,
principalmente, se se juntar & cultura a
examinar um pouco de LuUGoOL.

Ainda nas preparagdes de culturas,
quando céradas pelo GiEMsa, fol a nossa
atencio despertada para o fato de apare-
cerem bacilos, inteiramente cérados em
azul, onde se nio viam granulagdes. Como
nio vissemos isto nas culturas recentes em
batata, e, como tivessemos experimentado
com culturas homojeneas antigas, inter-
pretimos o fato, como sendo devido a

morte desses bacilos.

Nas preparacgdes fixadas pelo calor o
LucoL céra as granulagdes em violeta
intenso, ¢ posto ~em contato com emul-
sio de bacilos o reajente se descora de
todo. Que estas granulagdes nao possuem
revestimento céreo ou graxo, quando exis-
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wenigen Bazillen beschrinkt, welche sich
intensiv nach Gram firben, ausserdem die
Uebereinstimmung im Parallelismus der
Granulationen in den Bazillenkliimpchen,
sind Griinde, welche zu Gunsten der Unent-
behrlichkeit der Granula fiir das Leben
der Bazillen sprechen.

Diese Granula lassen sich nach den
Methoden von GIEMSA, ROSENBUSCH,
DeLAFIELD und HeiDENHAIN firben.

Ueber die Methode von GIEMSA 1st
Folgendes zu bemerken: Geschieht die
Fixation durch absoluten Alkohol, so
fiarben sich die Granula nicht gut; der
Bazillus zeigt zwar rote Flecke in seinem
Innern, aber die Kornchenform ist nicht
deutlich. Dagegen zeigt die Fixation durch
Hitze die Granula bald intensiv rot, bald
violettrot gefirbt. Die neue Methode (mit
feuchter Fixierung) von GIEMSA (1909)
zeigte mir 1m Innern der Bazillen rot-
gefiarbte Massen mit stirker gef&rbten
Kornchen, giebt jedoch wenig detaillierte
Bilder.

Die Methode von ROSENBUSCH eignet
sich sehr wenig ; die von HEIDENHAIN und
DEeLAFIELD firben besser.

Wenn man keine feuchte Fixierung
anwendet, konnte man die Kornchen fiir
ein durch die Fixierung erzeugtes Kunst-
produkt ansehen, wiren sie nicht beil
Untersuchung frischer Priparate deutlich
wahrnehmbar, besonders nach dem Zusatz
von etwas LucoL’scher Losung.

In nach Giemsa gefirbten Priparaten
von Kulturen fiel mir noch auf, dass ganz
blau gefirbte Bazillen vorkamen, in denen
man keine Granula sah. Da ich dies in
frischen Kartoffelkulturen nicht beobachtet
hatte und diese Untersuchung alte homo-
gene Kulturen betraf, erklirte ich mir die
Sache so, dass diese Bazillen abgestorben
waren. '

In durch Hitze fixierten Praparaten
firbt Lucor’sche Losung die Granula
intensiv violett und dasselbe Reagens ent-
firbt sich vollstindig, wenn es mit einer
Bazillenemulsion in Berithrung gebracht
wird. Dass diese Granula im Innern der
Bazillen keine wachs- oder fettartige
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tentes no corpo do bacilo, rezulta da
observacio em gota pendente de cultura
homojenea, uzando-se a coloragao vital com
o azul de metilenio. Vé-se ai que as granu-
lacdes pouco a pouco aparecem cdradas
em azul palido, progressivamente intenso e
nio sé6 ellas como tambem bacilos nos
quais a substancia que constitue as granu-
lacdes estd difuza, sem diferenciagio.

Nas culturas homojeneas antigas a
maioria dos bacilos nio se cora ; isso facil-
mente se compreende atendendo & consti-
tuicio quimica do corpo dos bacilos da
tuberculoze, extremamente ricos em sub-
stancias de natureza graxa.

O exame da cultura em gota pendente
nio mostrou de modo nitido evolugao na
forma da granulagio. Tampouco consegui-
mos assistir 4 libertacio da granulagao;
entretanto vém-se numerozas formas baci-
lares onde as granulag¢des se mostram apen-
sas, fazendo saliencia ao corpo do bacilo de
sorte que nas formas muito granulozas a
aparencia dellas assemelha um tronco
carregado de frutas sésseis, como se V€ na
fig. 1. de uma preparagido fixada a humido
pelo sublimado alcool e cérada pelo meu
metodo. Algumas vezes em preparados
secos cérados encontrimos formas bacila-
res com falta de uma ou outra granulagio.
Essas formas mostram espagos claros, nao
cérados nos pontos onde deviam existir as
granulagdes, fato, que junto 4 existencia
de granulagdes livres na cultura ou no pro-
duto patolojico, faz pensar que tenham
ellas sido dezagregadas dos bacilos. Indica
ainda, haver qualquer coincidencia na
existencia da granulagio e na divizdo do
bacilo, o fato de, nas formas ramificadas,
ricas nas granulagdes mals volumozas,
aprezentarem-se as granulagdes, preciza-
mente no ponto de dicotomia. Algumas
vezes tal encontramos em escarro de indivi-
duos tuberculozos sujeitos ao tratamento

pela tuberculina (T. O. A.).

Procurimos entio elucidar a fungao

que a granulagio exerce na biolojia do
bacilo e ensaiamos fazer a citoloja deste.

Hiille besitzen, kann man aus der Beob-
achtung emmer homogenen Kultur 1m
hingenden Tropfen folgern, wenn man die
vitale  Methylenblaufirbung anwendet.
Man sieht die Granula sich nach und
nach, erst blisser und dann intensiv, blau
fairben und nicht nur diese, sondern auch
die Bazillen, in welchen die kdérnchenbil-
dende Substanz diffus und nicht diffe-
renziert vorkommt.

In alten homogenen Kulturen farbt
sich die Mehrzahl der Bazillen nicht, was
sich leicht durch die chemische Zusammen-
setzung der an fettartigen Substanzen
ausserst reichen Bazillen erklart.

Die Beobachtung der Kultur 1im
hingenden Tropfen liess keine deutliche
Entwicklung der Kérnchenform erkennen ;
auch gelang es mir nicht, das Freiwerden
derselben zu beobachten. Man sieht jedoch
zahlreiche Bazillenformen, denen die Gra-
nula angelagert sind, indem sie aus ithrem
I.eibe vorragen, so dass stark kormge
Formen an einem mit sitzenden Friichten
beladenen Stamm erinnern kodnnen, wie
Fig. 1 zeigt, welche ein mit Sublimat-
alkohol fixiertes und nach meiner Methode
gefarbtes Priparat darstellt. In gefirbten
Trockenpriparaten fand 1ich manchmal
Bazillenformen, bei denen das eilne oder
andere Kornchen fehlte ; dieselben zeigten
helle Liicken an den Stellen, wo die Gra-
nula sitzen sollten. Dieser Umstand, ver-
bunden mit dem Vorkommen von freien
Kornchen in Kulturen und pathologischen
Produkten, lasst vermuten, dass letztere
aus den Bazillen ausgestossen wurden.
Auch der Umstand, dass in verzweigten
Formen die an besonders grossen K&rnchen
reich sind, letztere gerade am Punkte der
Dichotomie auftreten, weist auf eine Be-
ziechung zwischen dem Vorkommen der
Granula und der Teilung der Bazillen.
Man beobachtet dies manchmal im Aus-
wurfe von Tuberkulosen, welche mit Tu-
berculin (T. O. A.) behandelt werden.

Ich habe dann versucht die Funktion
aufzukliaren, welche die Kornchen in der
Biologie des Bazillus ausiiben und die Cy-
tologie des letzteren zu studieren und zwar
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Para este fim estudiamol-o em culturas e
em produtos patolojicos. Uzamos a tecnica
de fixagio humida de ScHAUDINN (subli-
mado-alcool) e os metodos de hematoxi-
lina (metodo DELAFIELD e HEIDENHAIN.)
Alem destes, uzamos o metodo de colora-
¢ao que propuzemos em trabalho anterior
e que di a dupla coloragio do bacilo.

Procedemos do seguinte modo: uma
amostra de tuberculoze humana, prove-
niente do Instituto de Hijiene de Berlim,
tor adaptada 4 cultura homojenea. As
preparagoes feitas em laminula eram, logo
apoz a distensio do material, fixadas em
sublimado-alcool por 15 minutos. Passa-
vam depois para o alcool a 70° onde per-
maneciam no minimo meila hora e dai
para a agua (5 a 1o minutos) e depois para
o seguinte banho coérante (que reconhece-
mos como o melhor, apoz inumeros errores :

Hematoxilina
Agua

DELAFIELD 50 gotas
§0 ccm.

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Coérar por 1 hora no minimo ou (o
que € preferivel).

Hematoxilina DELAFIELD I
Agua

------------------------

Corar durante 24 horas.
Diferenciar na seguinte mistura :

Alcool a 95° ................ 50 ccm.
Acido clornidrico ............ 3 gotas
Durante 20 a 30 minutos.

Este metodo nos deu bons rezultados.
Compreende-se, entretanto que possa dei-
xar de satisfazer, quando aplicado a
amostras diferentes das que foram uzadas
no prezente trabalho. Variario natural-
mente o tempo de coloragdo, a concentra-
¢io do banho cérante e o tempo de dife-
renciacio com o grao de rezistencia que o
bacilo opuzer 4 penetracio do -corante,
assim como o melhor grio de diferencia-

sowohl in Kulturen, als an pathologischen
Produkten. Ich wandte die feuchte Fi-
xierung mit Sublimatalkohol nach ScHAuU-
DINN und die Himatoxylinfirbungen nach
DELAFIELD und HEIDENHAIN an. Ausser-
dem gebrauchte ich auch die von mir in
einer friitheren Arbeit vorgeschlagene Fir-
bemethode, welche eine Doppelfirbung des
Bazillus giebt.

Das Verfahren war wie folgt: Ein
Stamm von menschlicher Tuberculose.
raus dem Hygieneinstitut von Berlin wurde
zu  homogener Kultur gebracht. Die
auf Deckglidschen hergestellten Ausstrichs-
praparate wurden sofort fiir 15 Mi-
nuten 1in Sublimatalkohol gelegt; von
da kamen sie fiir eine halbe Stunde oder
langer in Alkohol von 709, von diesem fiir
5—10 Minuten in Wasser und endlich in
die nachfolgende Firbelssung, welche ich

nach unzihligen Misserfolgen als die
beste erkannt hatte :
Hamatoxylinlosung nach

DELAFIELD ............... so Tropfen
Wasser .........ocoviviiiinnnL. 20 ccm.

Farbung wihrend einer Stunde im
Minimum oder noch besser :

Himatoxylinlosung nach
DELAFIELD  covvvvvvnnnnn.. I Cccm.
Wasser ..o, 20 CCm.

Firbung wihrend 24 Stunden.

Die Differenzierung erfolgt in folgen-
der Mischung: |

Alkohol (g350)
Salzsiaure

50 ccm.
3 Tropfen

................

......................

Einwirkung 20—30 Minuten.

Diese Methode gab mir gute Resul-
tate. Doch wird man verstehen, dass sie
vielleicht weniger befriedigt, wenn sie auf
andere, als die bei meiner Arbeit ge-
brauchten Stimme angewandt wird. Es
miissen dann natiirlicherweise die Far-
bungszeit, die Konzentration der Farb-
losung und die Zeit der Differenzierung
nach dem Grade des Widerstandes, welchen
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¢ao somente poderd ser determinado por
ensalos previos. O mesmo se aplica &
hematoxilina de HEIDENHAIN que empre-
gamos sob a seguinte tecnica :

Fixagdo: como no metodo anterior.
Alcool a 70° — meia hora.
Agua — 5 minutos.

Mordente :

Solugdo de alumen ferreo (a 3,5 %)
6 horas no minimo,

Lavajem em agua. —

Solucido cérante :

Hematoxilina HEIDENHAIN. 1 cc.
Agua ..., 20 CC.
Corar durante 24 horas, diferenciar

em :
Solugdo de alumen ferreo (a 1 9%)
15 a 20 minutos.

Dezidratar — Fechar em balsamo.

Pelas preparagbes assim feitas pude-
mos verlficar, ser a fungdo que a granula-
¢ao exerce, nao s6 importante, como essen-
ctzal, 4 vida do bacilo. Acompanhando o
dezenvolvimento das culturas homojeneas
vemos que a granulagdo, por processo de
divizdo, analogo 4 gemulagio, da orijem a
a outras granulac¢des, que por sua vez se
tornam centros de reprodugdo. Durante
certa faze de dezenvolvimento da cultura,
essas granulacdes conservam-se ligadas por
delgados filamentos, constituindo grumos
(Est. 16, Fig. 2 e 24), o que explica (junta-
mente com o meilo de reprodugao acima
referido) tanto o paralelismo dos bacilos
nos grumos, como a correspondencia linear
e as diferencas de volume das granulagGes.

Com o dezenvolvimento da cultura e conse- °

guintemente com o dezenvolvimento do
bacilo, o depozito de substancias diversas,
por elle elaboradas, principalmente os
corpos de natureza graxa, sobrecarregam-
no, de modo a se romperem os filamentos
de ligacdao, e a divizio se faz em um ou

outro sentido, de acordo com um plano de

der Bazillus der Firbung entgegensetzt,
wechseln, ebenso kann auch das Optimum
der Differenzierung nur durch Vorversuche
testgestellt werden. Dasselbe gilt vom
Himatoxylin  nach  HEIDENHAIN, bei
welchem ich folgendes Verfahren an-
wandte ; '

Fixation wie oben.
Alkohol (70°) — 30 Minuten.
Wasser — 5 Minuten.

Beize :

Eisenalaunlosung (3,59%) im Minimum
6 Stunden lang, dann waschen im Wasser,

von da in folgende Firbelosung :

Himatoxylinlésung nach Hel-
DENHAIN ......ccevvvvinennnnn.. I ccm
Wasser ..o, 20 CCm

Farbung wihrend 24 Stunden, dann
Differenzierung in: Eisenalaunlosung (19)
widhrend 15-20 Minuten, hierauf Ent-
wassern und Einschluss in Kanadabalsam.

An so hergestellten Priparaten. konnte
ich sehen, dass die Funktion der Granula
eine nicht bloss wichtige, sondern selbst
fiir das Leben des Bezillus unentbehrliche
1st. Verfolgt man die Entwicklung der
homogenen Kulturen, so sieht man, dass
die Granula durch einen Teilungsprozess,
welcher der Sprossung analog ist, neue
Granula entstehen lassen, welche wiederum
zu Reproduktionzentren werden. Waihrend
einer gewissen FEntwicklungsperiode der
Kultur bleiben diese Granula durch zarte
Faden vereinigt und bilden kleine Massen
(Fig. 2 und 2 a), was, in Kombination mit
der  geschilderten @ Vermehrungsweise,
erklart, warum die Bazillen in den Masse
parallel gelagert sind und die Granula sich
linienweise entsprechen und eine verschie-
dene Grosse zeigen. Bei fortschreitender
Entwicklung der Kulturen und der darin
enthaltenen Bazillen werden letztere durch
die, in ihnen gebildeten und abgelagerten,
Substanzen von vorwiegend fettiger Natur
tiberladen, so dass die verbindenden Fiden
brechen und die Teilung, in Ueberein-
stimmung mit der Teilungsebene, welche
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divizio que separa os corpos dos bacilos
(Est. 16, Figs. 3 e 3 a). Af mesmo se vé a
correspondencia absoluta das granulagdes
e a delgada camada de substancia que une
os corpos bacilares.

>

Ponto mmportante a esclarecer é a
divizio da granulagdo. Nas preparagoes
fortemente diferenciadas observam-se gra-
nulacdes refrinjentes, nas guats nitida-
mente se Vé um plano de divizdo, de modo
a se formarem duas porgoes deztguars, que
aprezentam as bordas coradas mosirando
haver at condensagdo de substancia
cromatfica; o centro da granulagido apre-
zenta-se entio como ponto ndo corado
(Est. 16, Figs. 4 e 5). Em virtude dessa

divizdo dezigual, é, que se nota nos grumos

sempre uma granulacido maior que todas as

outras (Est. 16, Fig. 5). Explicar-se-1a esse |

fato considerando a granulacio como sis-
tema cromidial, ji orientado para a subse-
quente divizao e que acarretasse nesse pro-
cesso a porg¢io de plasma, conveniente a
ultimacdo delle para formagiao do orga-
nismo novo. A demonstracio disso €é-nos
dada pela observagdo nao sé nas culturas
como nos produtos patolojicos, de formas
granulares cercadas de delgada camada de
substancia onde pelas reagdes corantes se
nota ja a formacdo de corpos alcool-rezis-
tentes (Est. 16, Fig. 6), que sdmente podem
ser interpretados como produtos de elabo-
racao celular. Seria, como diz MESNIL
(1905) quando se refere ao trabalho de
SCHAUDINN sobre a Ameba testacea, seria
um cromidio morfolojicamente homologo
ao do Actinospherium, que, porém, fiz10-
lojicamente é de natureza diversa por pos-
suir funcio reprodutora € n3o vejetativa.

Que a granulagao se divide mesmo
tzolada do corpo do bacilo parece-nos fora
de duvida pela observacio das figuras 7%,
1a, e 7b da Est. 16, e admitindo 1sso que
nos parece provado, a granulagio nio sé
reprezentaria o ceniro de reprodu¢do do
bacilo como poderia ser considerada como
a unidade wvital ; isto €, cada granulagio
reprezentaria uma unidade viva. Cada
bacilo como hoje em dia é considerado pas-

die Bazillen trennt, in einer oder der
anderen Richtung erfolgt (Fig. 3, 3a),
wobel man die entsprechende Lagerung der
Korner und die diinne Verbindungsschicht
zwischen den Bazillen wahrnimmt. -

Eine Frage, denen Aufklarung sehr
wichtig 1st, betrifft die Teilung der Gra-
nula. In stark entfarbten Praparaten
findet man lichtbrechende Korner, 2 denen
man deutlich eine Teillungsebene steht,
durch welche zwei wungleiche Portionen
cebildet werden, welche gefdarbte Saume
gergen, was eine Kondensation der chroma-
l1schen Substanz bewetst ; das Zentrum des

Kornes erscheint dann als ungefirbter
Punkt (Fig. 4, 5). In Folge dieser un-
gleichen Teilung sieht man 1n den

Kliimpchen immer emn Granulum, welches
grosser ist, als die iibrigen (Fig. 5). Man
kann dies so erkliren, dass man das Korn
als ein Chromidialsystem auffasst, welches
schon fiir die nichste Teilung vorbereitet
1st und dabei die Plasmamenge einschliesst,
welche zur Vollendung desselben fiir die
Bildung eines neuen Organismus notig ist.
Es ergiebt sich dies durch die in Kulturen

und an pathologischen Produkten ge-
machte Beobachtung, von kornigen Bil-
dungen, die von einer diinnen Sub-

stanzschicht umgeben sind, in welcher die
Fiarbereaktionen bereits die Bildung alko-
holresistenter Korper nachweist (IFig. 6),
die nur als die Produkte einer Zelltitig-
keit aufgefasst werden konnen. Wie
MeSNIL (1905), mit Riicksicht auf die
ScHAUDINN’sche  Arbeit iiber Amoeba
testacea, sagt, wire dies ein morphologisch
demjenigen des Actinospharium homologes
Chromidium, welches aber physiologisch
anderer Natur ist, da es reproduktive und
nicht vegetative Funktion besitzt.

Dass die Granula sich, auch wvom
Bazillenkiorper getrennt, teilen, scheint mir
aus den Figuren 7, va und 7b deutlich her-
vorzugehen. Gibt man dies zu, was mir
erwiesen scheint, so reprisentiert das Gra-
nulum nicht nur das Reproduktionszentrum
des Bazillus, sondern auch die vitale
Einheit, d. h. jedes Kornchen stellt ein
lebendes Individuum vor. Jede, heute als
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saria a ser constituido de tantas unidades
vivas quantas. granulagdes reprodutoras
possue. Seria uma pequena colonia. E
15s0 é demonstrado pelas preparacdes de
culturas em péle, onde se nota que um
unico bacilo (o maior das figuras) se pode
reproduzir nio s6 no sentido transverso,
(Est. 16, figs. 8 e ¢) orijinando grumo, como
no sentido lonjitudinal 4 custa da granula-
¢ao formada lateralmente (fig. 10). Isso se
did na diregio de um dos polos do bacilo
(Est. 16, fig. 10) ou obliquamente em rela-
cao as granulagbes intermedias, criando
assim as formas dicotomicas. (Est. 16,
fig. 11) ou ramificadas ou novos grumos,
quando se di a fragmentacio. O mesmo se
observa nas culturas homojeneas com pre-
parados cérados pela hematoxilina DEgra-
FIELD (Est. 16, fig. 3).

Esta concepgido seria confirmada ainda
pelo fato observado e reprezentado pelas
figs. 12, 12a, 12b, 12c e 12d, da Est. 16
que, se fossem interpretadas como divizio
lonjitudinal do bacilo iriam de encontro a
tudo quanto estd estabelecido em relacio
a divizdo dos bacterios. Entretanto, o fato
nao € paradoxal, deriva excluzivamente do
emprego do termo bacilo em relacio i
tuberculoze, considerando-o como wnidade
v2va. Substituamol-o pelo termo colonia e
poderemos compreender a clivajem dessa
colonia pelo mecanismo acima referido. A
expresdo mals simples da colonia € aquillo
que hoje em dia denominamos bacilo. A
chivajem desse bacilo reprezentaria nio um
proceso de divizio delle porém um pro-
cesso de reproducio da colonia. Trata-se
de nova confirmagdo da majistral concepgio
de HARTMANN (1909) sobre os nucleos poli-
enerjeticos amplamente demonstrada por
este autor entre os protozoarios e que como
fato biolojico de ordem geral nio podia
deixar de ser reprezentada entre os bacte-
rios. Si1 por acazo essa verificacio nio
pode ser feita morfolojicamente em todos

Os pontos, deriva excluzivamente do tama-

Bazillus angesehene, Einheit wire dann
aus so vielen Individuen zusammengesetzt,
als sie reproduktive Kornchen besitzt, und
ware eine kleine Kolonie. Dies ergiebt
sich aus Praparaten von Hautkulturen, wo
man sieht, dass ein einzelner Bazillus (der
grosste der Figuren) sich nicht nur in trans-
versaler Richtung (Figs. 8, 9) vermehren
kann, wodurch sich ein Kliimpchen bildet,
sondern auch in der Lingsrichtung durch
eine seitlich gebildete Granulation (Fig 10).
Dies geschieht in der Richtung eines der
Pole des Bazillus (Fig. 10) oder in schriger
Abzweigung in Hinsicht auf die interme-
didren Granula, wodurch dichotome For-
men entstehen (Fig. 11) oder auch neue
Klimpchen 1m Falle eintretender Frag-
mentation. Dasselbe beobachtet man an
der homogenen Kultur in den mit Hiama-
toxylin nach DEeLAFIELD gefiarbten Pri-
paraten (Fig. 3).

Eine weitere Bestitigung dieser Auf-
fassung ware noch durch die in Figur 12,
12a, I2b, 12c und 12d wiedergegebene
Beobachtung gegeben, welche, als eine
Langsteillung gedeutet, allem zuwider-
laufen wiirde, was bisher iiber die Teilung
der Bakterien {festgestellt wurde. Doch
ist das Factum an und fiir sich nicht pa-
radox, sondern nur durch die Anwencung
des Ausdrucks Bazillus bei der Tuberku-
lose als Bezeichnung des einzelnen leben-
den Individuums. Substituiert man ihn
durch Kolonie, so kann man die 7eilung
derselben durch den geschilderten Mecha-
nismus verstehen. Der einfachste Aus-
druck der Kolonie ist dasjenige, was wir
heute als Bazillus bezeichnen und die
Spaltung desselben wiirde nicht seine Tei-
lung, sondern einen Reproduktionsprozess
der Kolonie bedeuten. Es handelt sich um
eine neue Bestitigung der meisterhaften
Auffassung von HARTMANN iiber polyener-
getische  Kerne, welche von ihm beir Pro-

tozoen in weitem Umfange erwiesen wurde,

und welche, als biologische Tatsache von
allgemeiner Tragweite, auch bei den Bakte-
rien vertreten sein musste. Wenn diese
Feststellung zufillig nicht in allen Punkten
morphologisch gemacht werden kann, so
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nho excessivamente pequeno da granula-
¢ao que, mesmo sob os mais fortes aumen-
tos (ob). apocrom. 2 mm. e oc. 18 ZEIsS)
nio deixa que se observem figuras de
mitoze no seu interior.

A granulagdo no bacilo da tubercu-
loze reprezenta pois a mesma funcdo que
o conidio dos cogumelos ; é o que rezulta
da observagio das formas analogas 4s
formas de frutificacdo daquelles vejetais
infertores, formas que sio observaveis na
tuberculoze, tanto nas culturas homojeneas,
como nos produtos patolojicos. A propria
divizio da granulagio mostra que ha for-
magdo de conidios secundarios (Est. 16,
fig. 7a) analogos aos encontrados por BRrE-
FELD (1871) na FEmpusa muscae. Isso
explica a razio porque a tuberculoze nio
reziste 4s cauzas de destrui¢io 4 que geral-
mente rezistem os organismos que possuem
os verdadeiros esporios (esporios diferencia-
dos, endosporios). 4 grenulacdo sendo ver-
dadeiro conmidio ou exosporio explica, por-
que o virus da tuberculoze reziste pouco
ao calor, como sucede e é fato sabido

geralmente, com os cogumelos, que por
esse modo frutificam.

Nao se pense haver confuzio nas refe-
renclas sucessivas que fazemos 4s expres-
soes sistema cromidial, nucleos polienerje-

ticos e conidio dos cogumelos. A concepciio
de HARTMANN identifica a funcio do cro-

midio generativo 4 dos nucleos polienerjeti-
cos de modo que estes reprezentam relati-
vamente 4 reprodugio do organismo pri-
mitivo precizamente a mesma fungio que
as granulagbes reprodutoras observadas na
tuberculoze.

Trata-se na tubzerculoze fiziolojica-
mente € nao morfolojicamente (porque
nao pudemos acompanhar as fazes todas do
processo intimo de divizdo da granulagio)
do mesmo papel representado pelos nucleos
polienerjeticos na reproducdo dos proto-

20arios.

1st dies ausschliesslich eine Folge der ge-
ringen Grossen der Granula, die selbst bei
den stirksten Vergrosserungen (Apochr.
2mm, Oc. 18 von ZEiss) nicht gestattet, in
threm Innern Mitosefiguren wahrzunehmen.

Die Granulation entspricht also beim
Tuberkelbazillus derselben * Funktion, wie
ste das Conidium der Pilze ausiibt ; es geht
dies aus der Beobachtung von Formen
hervor, welche den Fruktifikationsformen
dieser niedern Pflanzen analog sind und bei
der Tuberkulose, sowchl in homogenen
Kulturen, als auch in pathologischen Pro-
dukten, beobachtet werden. Die blosse
Teilung der Granula zeigt, dass eine Bil-
dung  sekundirer Conidien stattfindet
(Fig. 7a), analog denjenigen wie sie
BREFELD (1871) bei Empusa muscae fand.
Dies erklart uns den Grund, warum die
Tuberkulose zerstérenden Einfliissen nicht
widersteht, welchen Organismen mit dchten
Sporen (differenzierte oder Endosporen)
Stand halten. Das Granulum der Tuber-
kulose, als achtes Conidium oder Exospore,
erklart, warum das Virus der Hitze wenig
widersteht, wie dies ja auch bei1 Pilzen,
die sich auf solche Art fortpflanzen,
geschieht, was allgemein bekannt ist.

Man denke nicht, dass es sich bei der
wiederholten Erwihnung der Ausdriicke
Chromidialsystem, polyenergetische Kerne
und Pilzconidien um eine Verwechslung
handle. Die Auffassung von HARTMANN
identifizirt die Funktion des generativen
Chromidiums mit diesem der polyenerget-
1schen Kernen, so dass diehe in Hinsicht
auf die Reproduction des primitiven Orga-
nismus dieselbe Funktion erfiillen, wie die

der Fortpflanzung dienenden Granula,
welche man bei der Tuberkulose beob-
achtet.

Es handelt sich ber der Tuberkulose
um eine physiologische und nicht morpho-
logische Uebereinstimmung mit der Rolle,
welche die polyenergetischen Kerne bet der
Vermehrung. der Protozoen erfiillen da ich
die Phasen des Teilungsvorganges nicht in
ihren Einzelheiten genauer verfolgen

konnte.
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Ainda fiziolojicamente o papel das
granulagbes reprodutoras na tuberculoze é
analogo ao papel dos conidios dos cogu-
melos : em ambos os cazos se trata do ele-
mento gerador do organismo primitivo ; no
cazo particular da tuberculoze ellas oriji-
nam granula¢des menores que se conservam
higadas por delgados filamentos, como se
fosse um esbogo da organizacio de micelio
dos cogumelos, e mostram ser a torma mais
rezistente da vida do parazito da tuber-

culoze.

A identificagio com o micelio dos cogu-
melos ndo poude ser feita por ndo se obser-
var a formacio de septos, nem se poder
acompanhar o fenomeno intimo da organi-
zagao da granulagio.

O papel, que a granulagdo exerce em
relacio ao organismo infetado por tuber-
culoze é tambem preponderante. Ja MucH
(1goy) determinara iz vitro a transforma-
¢do da granulagio em bacilo e iz mvo a
natureza infetante da forma granular no
puz tuberculozo; ai porem objetar-se-1a
que bacilos inteiros pudessem ser injeta-
dos com o material em experienc’a. Tor-
nava-se pois necessario obter a granulagao
separada do resto do material para veri-
ficar a sua agao sobre o organismo Vivo.
Com esse intuito instituimos as seguintes

- experiencias :

Exp. I. 5 ccm. de puz cazeozo de
cobaia infetada com bacilo humano foram
diluidos em 20 ccm. de agua fiziolojica e
filtrado o produto em vela BERKEFELD
(modelo NORDMEYER). O produto obtido
por filtracio foi dividido em duas porgoes
iguais. Uma foi centrifugada e o sedimento
obtido mostrou em preparado microscopico

corado por GrRaMm e fuchsina diluida a

existencia de granulagbes e de detritos de
bacilos nido revelaveis pelo ZieHL-acido
azotico ao tergo.

A outra porcao foi inoculada sob a
pele de uma cobaia. Ndo se formou can-

s*ﬁv

Ebenfalls physiologisch stimmt die
Rolle der beir der Tuberkulose der Fort-
pflanzung dienenden Granula mit derje-
mgen der Conidien bei den Pilzen iiberein :
in beiden Fillen handelt es sich um das
Element, welches den urspriinglischen Or-
ganismus erzeugt ; daselbe bildet bei der
Tuberculose kleinere Granula, welche durch
zarte Fiden verbunden bleiben, wie wenn
es sich um eine Andeutung der Organi-
sation des Pilzmyceliums handelte und
erweist sich als die widerstandsfihigste

- Lebensform des Parasiten der Tuberculose.

Eine Identification mit dem Nycelium
der Pilze kann desshalb nicht gemacht
werden, weil die Bildung von Septen nicht
beobachtet wurde und auch der feinere
Organisationsprozess der Granula nicht ver-
folgt werden konnte.

Die Rolle, welche die Granula dem
mit Tuberkulose infizierten Organismus
gegeniiber spielen, 1st ebenfalls von grosster
Wichtigkeit. Schon Mucu (7) (190%)
hatte iz vitro die Verwandlung der Granula-
in Bazillen und zn vzvo die infektiose Natur
der granulosen Form bei der Tuberculose
festgestellt ; hier konnte man jedoch ein-
werfen, das moglicherweise mit dem Ver-
suchsmaterial ganze Bazillen injizrt wurden.
Es wurde daher notig, die Granula getrennt
von dem tiibrigen Materiale zu erhalten, um
ihre Einwirkung auf den lebenden Orga-
nismus festzustellen. Zu diesem Zwecke
stellte ich folgende Versuche an:

Erster Versuch: Es werden 5 ccm.
kisigen Eiters eines mit Bazillen mensch-
licher Abkunft infizierten Meerschweinchens
in 2o ccm. physiologischer Losung verteilt
und das DProdukt auf einem BERKE-
FELD schen Filter (Modell von NorbD-
MEYER) filtriert. Das Filtrat wurde in zwei
gleiche Portionen geteilt ; die eine wurde
zentrifuglert und das erhaltene Sediment
zeigte 1m mikroskopischen, mit GraM und
verdiinntem Fuchsin gefiarbten, Priparate
das Vorkommen von Kornchen und Ba-

zillendetritus, welche durch Zienr und
Salpetersaure (1:2) mnicht nachweisbar
waren.



cro no ponto de inoculacdo; o material
inoculado tinha-se reabsorvido todo sem
reagao aparente gquando 15 dias apoz a
inoculacdo comegou a esbocar-se sinal de
reacdo ganglionar que se traduszia por
aumento de volume e endurecimento dos
ganglios inguinais correspondentes  ao
ponto onde fora praticada a inoculacdo.
O amimal foi sacrificado um mez depois da
inoculagdo e mostrou por autopsia ganglios
inguinars  aumentados de volume, duros
e /luperemiados. Preparacles por esfregaco
mostraram auzencla de bacilos da tuber-
culoze, e existencia de granulac¢des inclui-
das em linfécitos. O bagco aumentado de
volume e conjesto, mostrava em cdrtes
infiltragdo linfocitaria e hemorrajias inters-
ticiais, awuzencia de bacilos, prezenca de
granulagdes 1ncluidas em celulas embrio-
narias (Est. 17, fig. 13).

Em ambos os organs nio houve for-
macao de puz.

Exp. 1I. Para verificar se a reagdo
obtida no animal corria por conta da exis-
tencia de bacilos uma quarta parte do baco
fo1 injetada, depois de finamente dividida
sob a pele de uma cobala. Oito dias depois
formou-se um nodulo duro no ponto da
inoculagao e um mez depois ainda perma-
necendo elle e havendo pequeno aumento
de volume dos ganglios da rejido foram
essas duas lezdes retiradas por bidpsia.
Examinadas por cértes em serie nao mos-
traram reagao tuberculoza, de anormal
nelles s6 se encontrou pigmento hematico.

Aquellas reagOes sao analogas as que se
produzem na infegio tuberculoza e iden-
ticas as descritas por AUCLAIR e PARis
quando estudam a bacilocazemna por elles
izolada. Seria pois atribuivel a4 esta a rea-
cio obtida pela inoculagido do puz filtrado.
No entanto, como O exame mICroSCOpICo
do produto injetado revelasse a prezenga
de numerozas granulagbes analogas as do
bacilos e com a mesma reagdo corante, nio
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Die andere Portion wurde einem
Meerschweinchen unter die Haut gespritzt.
Ls bildete sich am Orie der Einimpfung
rRein chancroses Geschwiir und das Mate-
rial war ohne sichtbare Reaktion resosbiert
worden, als plotzlichk 15 Tage nach der
Fimimpfung  eine  Driisenreaktion  zu
erscheinen begann, welche sich der Inje-
Rtionstelle entsprechend durch eine Ver-
grosserung und Verhartung der Leisten-
drisen dusserte. Das Tier wurde nach
einem Monate getStet und zeigte bei der
Autopsie die geschwollenen Leistendriisen
nyperamisch und von harter Konsistenz.
Ausstrichspriparate zeigten das Fehlen
von Tuberkelbazillen und das Vorkomen
in Lymphocyten eingeschlossener Granula.
Die Milz, vergrossert und blutreich, zeigte
aut Schnitten eine Infiltration mit Lym-
phocyten und interstitielle Hamorrhagien,
Feklen von Bazillen und Vorkommen von
in Embryonalzellen eingeschlossenen Gra-
nults (Mikrophotographie, Fig. 13).

In beiden Organen war kein Eiter
gebildet worden.

Zweiter Versuch: Um festzustellen,
ob die bei dem Tiere festgestellte Reaktion
auf Rechnung des Bazillus kam, wurde ein
Viertel der Milz fein zerteilt und einem
Meerschweinchen unter die Haut gespritzt.
Acht Tage spiter bildete sich ein hartes
Knoétchen an der Injektionsstelle, und, da
dasselbe nach einem Monate noch weiter
bestand und die regionidren Lymphdriisen
etwas vergrossert waren, wurden beide
Liasionen durch Biopsie entfernt. /#
Sertenschnitien untersucht, zeigten sie
keme tuberkulose Reaktion und ausser
Blutpigment fand sich nichts abnormes in
denselben.

Jene Reaktionen sind denjenigen,
welche ber der tuberkuldsen Infektion-auf-
treten analog und 1identisch mit den, von
AucrLair und Paris (8) beim Studium des
von 1hnen isolierten Bazillencaseins bes be-
schriebenen. Es wire daher gestattet, diesem
die durch Injektion filtrierten Eiters erhal-
tene Reaktion zuzuschreiben. Da indessem
die mikroskopische Untersuchung des
injizierten Produktes das Vorkommem von
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seria descabido pensar exercerem ellas o

principio tuberculijeno.

Podia-se ainda objetar serem as gra-
nulagdes encontradas no puz rezultado de
alteragdo celular, granula¢les proteicas
nao especificas. Com o fim de elucidar
esses pontos, procedi ao estudo da bacilo-
cazeina de AUCLAIR, preparando-a sob a
tecnica indicada por esses autores, no tra-
balho ji citado. O produto obtido apoz os
diferentes tratamentos (dezengorduramento
completo ; acdo de acido acetico puro a
80° C. ; agdo de alcool a 80° como ajente
de lavajem do produto precipitado pela
neutralizagio incompleta do meio ; acio de
alcool a 95, como clarificador, mostrou-
me sempre quando cdrado pelo Gram e
tuchsina diluida e examinado ao micros-
copio a existencia de duas substancias :
uma que tomava o GRAM — esta era repre-
zentada por bacilos que ainda conserva-
vam a sua forma e por numerozas granu-
ladges livres — e outra que se corava facil-
mente pela fucsina diluida.

Era pois a bacilo-cazeina de AucLaIr
e Parts um produto complexo e a reacio
por aquelles autores descrita poderia correr
por conta tanto do produto que tomava o
GrAM como do que se cérava pela fucsina.
Impunha-se, pois, obter a separacio dessas
duas substancias para que se pudesse for-
mar juizo definitivo sobre sua a¢do pato-
jenica.

Pelas reacles cdrantes mostravam-se
essas duas substancias de natureza diversa,
uma das quais de funcio puramente
acida — a das granulagdes. Entretanto,
quer a acidulagio do meio, quer a sua alca-
linizagdo cuidadoza nio nos poude forne-
cer nenhuma dessas substancias 1zolada.

Outro caminho seria obter a separa-
¢ao dellas por meio de filtro. Para isso
tratimos a bacilo-cazeina que tinhamos
preparado com uma solucio de fosfato
neutro de sodio. A dissolugdo nao fo1 com-

Granulis nachweist, welche denjenigen der
Brazillen dhnlich sind und dieselbe Firb-e-
ereaktion zengen, scheint die Auffassung
gestattet, dass sie das tuberkelerzeugende
Prinzip darstellen.

Man konnte noch einwenden, dass die
im Eiter gefundenen Granula Folge einer
Alteration der Zellen und eiweissartige
Kornchen ohne spezifische Reaktion seien.
Um diesen Punkt aufzukliren, machte ich
mich an das Studiums des Bazillocaseins
von AUCLAIR, indem ich es nach der, von
den Autoren in der oben erwihnten Arbeit
angegebenen, Technik darstellte. Das
Produkt der verschiedenen Manipulationen
(vollstindige Fntfettung, Einwirkung reiner
Essigsidure bei 8o Grad, Waschen des
durch unvollstindige Neutralisation ge-
tillten Produktes mit 800 Alkohol, Reini-
gung mit 95° Alkohol) zeigte, nach Fuchsin-
nach GraM und mit verdiinnter Fuchsin-
16sung, unter dem Mikroskope das Vor-
kommen zweier Substanzen: eine, die sich
nach GraM firbte und aus gut erhaltenen
Bazillen und zahlreichen freien Kornern
bestand und eine, die sich leicht mit ver-
diinnter FuchsinlGsung firbte.

Das Bacillocasein von AucLAIrR und
PAr1is war also ein zusammengesetztes Pro-
dukt und die von den Autoren beschriebene
Reaktion konnte ebensogut auf Rechnung
des GrRAM-positiven Produktes, als auf die-
jenige des fuchsingefidrbten kommen. Es
erschien also die Trennumg dieser beiden
Substanzen geboten, um ein definitives
Urtell iiber ihre pathogene Wirkung zu
gewinnen.

Bei der Firbung zeigte sich die ver-
schiedene Natur dieser beiden Substanzen,
von denen eine, die der Granula, als Siure
funktionierte. Doch konnte mir weder die
Ansauerung des Mediums, noch seine sorg-
fitige Alkalinisierung eine der Substanzen
1soliert ergeben.

Eine andere Moglichkeit wire, die-
selben durch Filtrieren zu trennen. Zu
diesem Zwecke behandelte ich das von mir
isolierte Bacillocasein mit einer Losung von
neutralem Natriumphosphat. Die LGsung
war keine vollstindige ; in der Ruhe bil-



pleta, deixada em repouzo forneceu um
sedimento que examinado ao miCroscopio
em preparagdes céradas pelo GRAM —
fuchsina diluida mostrou numerozos baci-
los em cuja maioria ndo se viam mais gra-
nulagBes e que tomaram facilmente a

fucsina diluida (Est. 16, Figs. 14 e 15).

Decantado o liquido foi elle filtrado
em véla CHAMBERLAND. Ainda neste pro-
duto nio conseguimos obter precipitagao
quer pela acidulagao quer pela alcaliniza-
cio. Pelo exame do sedimento apdz cen-
trifugacio nada pudemos concluir de

POZitivo.

Recorremos entio a ultra-filtragio em
véla Pukar induzida de colodio. Apoz
filtracio a camada de colodio foi dissol-
vida em eter. As preparagdes feitas com
esse material, céradas pelo GRAM, nOS mMOS-
travam a existencia de granulagdes inclul-

das em substancia que se cérava facil-
mente pela fuchsina diluida. A centrifu-

gacio ainda nenhum rezultado pozitivo nos
poude fornecer.

No entanto, uzando de um processo,
indireto, se nio pudemos provar de modo
- rrecuzavel a natureza quimica da granula-
cido, os rezultados que obtivemos indicam e
aduzem argumentos em favor da 1idea de
cer ella constituida pela bacilo-cazeina.

Fazendo uma emulsio de bacilos de

tuberculoze dezengordurados em uma solu-
cio de bicarbonato de calcio obtivemos,
apoz permanencia na estufa a 38.0 C., por
48 horas ou apoz ebuligio da emulsio, um
produto liquido que, filtrado e deixado
evaporar sobre vidro de relojio forneceu
~ristais de fosfato bicalcico de mistura
com carbonato pulverulento. Se adiciona-
vamos a esse liquido sulfato de magnezio,
amonia e cloridrato de amoniaco, obtinha-
1os o fosfato cristalizado sob a forma de
fosfato amoniaco magneziano. Esse mesmo
rezultado obtivemos com uma solugio de
<acarato de calcio acidulada pelo acido

citrico.
Em concordancia com esse fato cons-

tatava-se o dezaparecimento de grande
numero de granulagdes e as preparagoes
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dete sich wieder ein Bodensatz, der in,
wie oben gefirbten, mikroskopischen Pri-
paraten zahlreiche Bazillen zeigte, welche
grosstenteils keine Korner mehr enthielten
und die verdiinnte Fuchsinlosung leicht
aufnahmen (Fig. 14, 15).

Nach der Dekantierung wurde die
Fliissigkeit durch eine CHAMBERLAND sche
Kerze filtriert. Auch jetzt konnten wir
weder durch Ansiduerung, noch durch Alka-
linisierungz, ein Pricipitat erhalten. Die
Untersuchung des Sedimentes nach dem
Zentrifugieren ergab nichts positives.

Ich versuchte dann die Ultrafiltrierung
mittelst eines mit Collodium iiberzogenen
Pukar-Filters ; nach der Filtration wurde
die Kollodiumschicht in Aether aufgelGst.
Mit diesem Material gemachte und nach
GraM gefirbte Priparate zeigten das Vor-
kommen von Granulis in einer Substanz,
welche sich leicht mit verdiinnter Fuchsin-
16sung firbte. Die Zentrifugirung konnte
mir auch hier kein positives Resultat
ceben.

Gelang es mir auch nicht, die chemische
Zusammensetzung der Granula in unwider-
leglicher Weise zu zeigen, so erhielt ich
immerhin durch Anwendung eines indirecten
Prozesses Resultate, welche darauf hin-
weisen und zu Gunsten davon sprechen,
dass sie aus Bazillocasein bestehen.

Machte ich von entfetteten Tuberkel-
bazillen eine Emulsion el einer Losung von
K alciumbikarbonat, so erhielt 1ich, nach
48stiindigem Verweilen im Briitschrank von
38° oder nach Kochen der Losung, ein
fliissiges Produkt, welches nach Filtration
und Verdunstung im Uhrglase basisch
phosphorsauren Kalk, mit einem pulve-
formigen Karbonate gemischt, hinterliess.

Setzte ich der Fliissigkeit Magnesium-
sulfat, Ammoniak und Salmiak zu, so
erhielt ich krvstallisiertes Phosphat in

der Form. von phosphorsaurer Ammo-
makmagnesia. Dasselbe Resultat erhielt
ich mit einer Losung von Zuckerkalk, die
mit Zitronensiure angesiuert war. |
In Uebereinstimmung mit dieser Tat-
sache konstatierte ich das Verchwinden
einer grossen Zahl von Kornern und die
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mostravam a maioria dos bacilos facil-
mente coravels pela fucsina diluida, em
cujo corpo notavam-se manchas claras
semelhando pequenos vacuolos (Est. 16,
fig. 16). Essas preparagles e as reacoes
obtidas iz vifro com os sais soluveis de
calcio indicam claramente que a granula-
¢do do bacilo de tuberculoze se comporta-
va al como a cazeina de leite em meio
acido. As granulacles sio poils constitui-
das, se nio em sua totalidade pelo menos
na sua maior massa pPOr uma para-nucleo-
albumina analoga ou provavelmente iden-
tica 4 bacilo-cazeina. O dezaparecimento
das granulacfes e a reacio obtida com os
sais soluveis de calcio acima referida talvez
possam explicar a calcificacio dos tuber-
culos como processo natural de cura na
infecdo tuberculoza.

A cobaia, que servira para a exp. II,
conservou-se com saude aparente durante
cinco mezes, prazo, durante o qual ella
permaneceu em observacio. Ao cabo desse
tempo for sacrificada. A autopsia nao

mostrou altera¢io macroscopica dos organs
a nao ser diminutos focos hiperemiados

na baze do pulmio e pequeno aumento no
volume do baco. Ganglios normaes e nao

conjestos.

Foram retirados fragmentos dos gan-
olios, baco e pulmfes para exame miCros-

COPICO.

Os cortes dos ganglios e pulmdies
mostraram bacilos da tuberculoze em nu-
mero muito Pequeno Porém caraterizaveis
pela  hematoxilina e Ziekl acido azotico
ao terco,; ZIEHL-GRAM (alcool-acetona ao

terco) (Est. 16, figs. 17 e 18).

N3o se observou reacio tuberculoza

constituida nitidamente. Esta sémente se
traduzia por grande infiltracdo linfocitaria.

Os rezultados obtidos pela inoculagio
dessa cobala permittem algumas considera-

¢Oes que nos parecem da maior monta para
o tio debatido assunto de tuberculoze

latente. Em verdade nido se poderi expli-
car de outro modo a permanencia no orga-

nismo da cobaia de elementos vivos (gra- |

Priaparate zeigten die Mehrzahl der Ba-
zillen mit verdiinnter Fuchsinlosung leicht
farbbar und in ihrem Innern helle Flecken,
die wie kleine Vakuolen ussahen (Fig.
16). Diese Priparate und die, n vitro
mit loslichen Kalksalzen erhaltenen, Reak-
tionen weisen deutlich darauf hin, dass
sich die Granula des Tuberkelbazillus
dabe1 wie das Casein der Milch 1in
Gegenwart von SHuren verhielten. Die
Granula bestehen also, wenn nicht ganz,
so doch zum grossten Teile, aus einem
Paranucleoalbumin, welches dem Bacillo-
casein analog und wahrscheinlich mit dem-
selben 1dentisch 1ist. Das Verschwinden
der Granula und die erhaltene Reaktion
konnen uns die Verkalkung der Tuberkel
als emnen natiirlichen Heilungsprozess der

tuberkulGsen Infektion erkliren.
Das Meerschweinchen, welches zum

zwelten Versuche gedient hatte, wurde
wihrend fiinf Monaten beobachtet und
blieb wiahrend dieser Zeit anscheinend
gesund. Es wurde dann getotet und die
Autopsie ergab in den Organen keine ma-
kroskopischen Verinderungen ausser unbe-
deutenden hyperamischen Heerden der
Lungenbasis und einer geringen Grossen-
zunahme der Milz. Die Leistendriisen
waren normal und nicht hyperamisch.

Von Lymphdriisen, Milz und Lungen
wurden Fragmente fiir die mikroskopische
Untersuchung entnommen.

Die Lymphdriisen- und Lungen-
schnitte zeigten Tuberkelbazillen in sehr
geringer Zahl, welche aber durch Hama-
toxylin, Ziehl und Salpetersdure (1 :2),
sowie Ziehl-Gram und Alkohol-Aceton
(1 :2) leicht darstellbar waren (Fig. 17, 18).

Eine gut gekenntzeichnete tuberkulGse
Reaktion wurde nicht gefunden ; dieselbe
dusserte sich nur durch eine starke Leuko-
zyteninfiltration. Die, durch die Impfung
bei diesem Meerchweinchen erhaltenen,
Resultate geben Anlass zu einigen Be-
trachtungen, die mir fiir die vielbespro-
chene Frage der latenten Tuberkulose von
grosster Wichtigkeit scheinen. In der
Tat liess sich das Fortbestehen lebender

Elemente (Granula), die in Serien aus-



nulagdes) que por serie fornecam bacilos
constituidos, revelaveis pelos metodos de
coloragdo especifica.

Durante cinco mezes o animal nio rea-
Jlu por nenhum sinal macroscopico. Nio
houve constituigdo de cancro no ponto de
inoculagdo, ndo houve formacio de puz
no interior dos ganglios, o volume destes
era normal. Nada indicave haver bacilos ne
interior dos ganglios nem dos orgdos inter-
nos ; a falta de reagfo era tdo clara gue nao
prezumiamos tratar-se de animal infetado
com tuberculoze. Entretanto, o exame dos
cortes mostrou, gue nessa cobaia, gue
viveu durante cinco mezes sem sinal de
molestia, sem rea¢do alguma que fizesse
prezumer tuberculoze e sendo sacrificada
ndo mostrou lezdo mais notavel que a infil-
ra¢do linofocitaria, havia granulajoes e
bacilos constituidos.

Tratando-se de um animal sensivel 4
tuberculoze como a cobaia esses fatos nos
indicam que devem ser elles aplicados
tambem aos homens, onde o0s cazos de
tuberculoze latente sio previstos pela razio
e onde, se forem confirmados experimen-
talmente, como conseguimos verifical-os
na cobaia, poderd ser substituida senio
Inteiramente, pelo menos em grande parte
dos cazos 3 nocdo de terremo tuberculiza-

vel pela de terremo com tuberculoze em
potencial.

CONCLUZOES.

1.° As granulagdes do bacilo da tubercu-
loze sdao constituidas por substancia
de natureza cromatica.

2.° O bacilo da tuberculoze deve ser con-
siderado como uma reuniio de uni-
dades vivas que sdo reprezentadas
pelas granulagBes reprodutoras.
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gebildete, durch spezifische Firbereaktion
nachweisbare Bazillen liefern, nicht anders
erklaren.

Wihrend fiinf Monaten reagierte das
Tier durch kein makroskopisches Sym-
ptom. Es bildete sich an der Impfstelle
kein chancroses Geschwiir und kein Eiter
in den Lymphdriisen, deren Volumen
normal war. Nickts wies darauf hin,
dass Bazillen im Innern der Lymphdriisen
und der innern QOrgane existierten ; das
Fehlen einer Reaktion war so deutlich,
dass ich nicht glaubte, dass es sick um ein
tuberkuloses Tier handle. Dennoch zeigte
die Untersuchung von Schnitten, dass be:
diesem Meerschweinchen, welches Fiinf
Monate ohne Krankheitserscheinungen,
onne ewne Reaktion, die auf Tuberkulose
deutete, lebte, und getitet keine wichtigere
Verinderung, als eine Rundzellenintfiltra-
tion aufuwres, Granula wund ausgebildete
Bazillen vorhanden waren.

Da es sich um ein Meerschweinchen,
also um ein fiir Tuberkulode empfiangliches
Tier, handelte, 1ist es angebracht, diese
Tatsachen auch auf den Menschen anzu-
wenden, wo Faille latenter Tuberkulose aus
Vernunftgriinden angenommen  werden
miissen ; sollten sie bei diesem experimen-
tell erwiesen werden, wie ich sie beim
Meerschweinchen feststellen konnte, so
wird man, wenn nicht in allen Fillen, so
doch in einem grossen Teile derselben, den
Begrift des ‘tuberkulisierbaren Terrains
durch denjenigen eines mit latenter Tuber-
kulose infizierten Terrains ersetzen khonnen.

SCHLUSSFOLGERUNGEN.

1. Die Granula des Tuberkelbazillus

sind von einer chromatinartigen Sub-.
stanz gebildet.

2. Der Tuberkelbazillus muss als eine
Vereinigung lebender Einheiten an-
gesechen werden, welche durch die
reproduktionsfihigen Granula repri-
sentiert werden.
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3.° As granulacdes reprodutoras repre-
zentam na tuberculoze a2 mesma fun-
cio que os conidios dos cogumelos.

4.0 As granulagdes existentes no puz
tuberculozo atravessam os filtros BER-
KEFELD (Modelo NORDMEYER).

5.° As granulagdes determinam na cobaia
o inicio da reacdo tuberculijena.

6.° As granulagbes sio constituidas, se-
nio em totalidade, pelo menos em
sua maior parte, por uma paranucleo
albumina, analoga ou provavelmente
identica a bacilo-cazeina de AUCLAIR
e PARIS.

y & !

7. As granulagbes injetadas em cobaias
produzem bacilos revelaveis por 1no-
culacdo em serie.

8.° Nas culturas o virus da tuberculoze
evolve desde o estidio de granulagio
ao de grumos bacilares.

9.° O animal experimentado nio revelou
molestla durante cinco mezes ; nelle
foram encontrados bacilos de tuber-
culoze sem lezBes especificas maiores
que infiltragdo linfocitaria

Agradecemos aos bons amigos e com-
panheiros de trabalho Drs. Carros CHa-
GAS, GasrarR ViIANNA e A. MACHADO O
auxilio que nos prestaram e que nos fol
sobremodo eficaz nio s6 no estudo da cito-
lojia do bacilo como no das lezdes expe-
rimentais.

Ja estava escrito e em provas O pre-
zente trabalho quando tivemos conheci-
mento pelo Dr. ApoLPHO LuUTz de uma
publicagio que fizera em 1886 e que salu
inserta no primeiro faciculo dos «Derma-
tologische Studien, hrsg. v. Dr. P. G.
UNNA soib o titulo «Zur Morphologie des
Mikroorganismus der Lepra». Por esse
trabalho se v&€ que jA o Dr. Lurz havia
verificado o papel preponderante da gra-

3. Die reproduktionsfihigen Granula
dienen bei der Tuberkulose derselben
Funktion, wie die Conidien bei den
Pilzen.

4. Die im tuberkultsen Eiter enthaltenen
Granula gehen durch BerRkeFELD’sche
Filter (Modell von NoORDMEYER) hin-
durch.

5. Die Granula bewirken bei Meer-
chweinchen den Beginn der tuberkel-
bildenden Reaktion.

6. Die Granula bestehen, wenn nicht
ganz, so doch zum grossten Teile, aus
einem Paranucleoalbumin, das dem
Bacillocasein von AucrLair und Paris
analog und wahrscheinlich mit dem-
selben identisch 1st.

7. In Meerschwinchen injizirt, bringen
die Granula Bazillen hervor, welche
durch  Uebeberimpfung in Serien
nachweisbar sind.

8. In den Kulturen entwickelt sich das
Tuberkulosevirus vom Stadium des
Granulums 2zu demjenigen der Ba-
zillenkliimpchen.

9. Das Versuchstier zeigte wihrend neun
Monaten keine Krankheit ; es wurden
in  demselben Tuberkelbazillen ge-
tunden, ohne grossere spezifische Ver-
anderungen, als eine Leukozyten-
infiltration.

Meinen Freunden und Mitarbeitern
Drs. CArLOsS CuHaGAs, GasprAr VIANNA
und A. MacuApO verdanke ich die mir
geleistete Hilfe, welche mir besonders beim
Studium der Zytologie des Bazillus und
der experimentell erzeugten Verinderungen
von Nutzen war.

Diese Arbeit war bereits druckfertig
als ich von Dr. Aporpa Lutz von einer,
von thm im Jahre 1886 gemachten Publi-
catton, mitteilung erhlielt ; dieselbe erschien
1im ersten der von Dr. P. G. UnNA herausge-

. gebenen Hefte «Dermatologische Studienv

unter dem. Titel «Zur Morphologie des
Microorganismus der Lepra». Man sieht
daraus, das Dr. Lutz bereits die vorwie-
gende Rolle der Granulationen des Lepra-

‘bazillus bei seiner Reproduktion fest-



nulacdo do bacilo da lepra na reproducio
dele. Mostra a verificagio feita por mim na
tuberculoze 24 anos depois do que l.utz
descreveu em relacio 4 lepra (e tubercu-
loze) ainda que com interpretacio diversa
do processo de reproducdo, a justeza de
nossas. observagdes. E isso serd tanto mais
digno de nota quanto se pensar na dificul-
dade da tecnica do inicio da bacteriolojia,
maxtme em verificacBes desta natureza.

Manguinhos, Marco — 1910.

EXPLICACAO DAS ESTAMPAS
16 e 17.

Preparagdio de cultura homojenea
anfiga. Fixacio a humido pelo
sublimado-alcool ; coloragio pelo
metodo FONTES.
Preparaces de culturas homoje-
neas, fixadas a humido e coradas
pela hematoxilina DELAFIELD.
Prepara¢io de cultura homojenea,
fixada a humido; coloragio pela
hematoxilina DELAFIELD.
Preparagio de escarro tuberculozo,
fixado a humido e corado pelo me-
todo FONTES,
Preparagdes de culturas homoje-
neas. — Fixacio a humido e colo-
rac¢io pela hematoxilina DELA-
FIELD.,
Escarro tuberculozo fixado a hu-
mido e corado pelo metodo
FONTES.
Preparag¢des de culturas homoje-
neas. -—— Fixa¢io a humido. — Co-
loragio pela hematoxilina DELA-
FIELD.
Fragmento de cultura em pele. —
Fixacio a humido; coloragio pelo
metodo FONTES.
Preparacio de cultura homogenea.
Fixacio a humido. — Coloragio
pela hematoxilina DELAFIELD,
Fragmentos de cultura em pele.
— Fixaciio a humido; coloragio
pelo metodo FONTES.
Fig. 12, 124 Preparagio de puz cazeozo de co-
e 1256. bala. — Fixacio a humido. — Co-
loragio pela hematoxilina DELA-
FIELD.

Fig. 3a.

Fig. 4 & 5.

Fig. 6.

Fig. 7, 7a

Fig. o.

Fig. 10 e 11.

203

' gestellt hatte.

Die von mir bei der Tu-
berkulose gemachte Konstatierung desjeni-
gen, was LuTz vor 24 Jahren fiir die Lepra
und Tuberculose beschrieb (wenn auch mit
emner anderen Auffassung des Repro-
duktionsprozesses), spricht fiir die Richtig-
keit unserer Beobachtungen. Es ist dies um
so merkwiirdiger, wenn man die technischen
Schwierigkeiten zu Anfang der Bakterio-
logie in Rechnung zieht, besonders bei
Feststellungen dieser Art.

Manguinhos, Mirz — 1910.

ERKLAERUNG DER TAFELN

16 u. 17.

Fig. 1. Priparat von dlterer homogener
Kultur. Feuchte Fixierung mit
Sublimat-Alkohol ; Farbung nach
FoONTEs.

Fig. 2. Priparat von homogener Kultur,

& 2a feucht fixiert und mit Himatoxylin
nach DELAFIELD gefirbt.

Fig. 3 Ebenso.

Fig. 3a Priaparat aus tuberculésem Spu-
tum ; feuchte Fixierung und Fir-
bung nach FONTES.

Fig. 4—s5. Priparate von homogener Kultur;
feucht fixiert und nach DELAFIELD
mit Himatoxylin geférbt.

Fig. 6. Priparat aus tuberkulésen Spu-
tum ; feuchte Fixierung und FKir-
bung nach FONTEs.

Fig. 7, Priparate von homogener Kultur.

7a, 7b. Feuchte Fixierung und Firbung
nach DELAFIELD.

- Fig. 8. Fragment aus der in einer Kultur
gebildeten Haut ;feuchte Fixierung
und Firbung nach FONTEs.

Fig. o. Priaparat von homogener Kultur;

feuchte Fixierung und Féarbung
nach DELAFIELD.

Hautkulturen ;

Fig. 10—r11. Fragmente aus
o und Féarbung

feuchte Fixierung
nach FONTES.

Fig. 12, 124, Priparat aus dem kisigen Eiter

125. eines Meerschweinchens. Feuchte
Fixierung und Firbung nach
DELAFIELD.



Fig. 12¢.
e 124,

Flg

1o, 16.

13.

. 14.

. 15,

. 17,

. 18.
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Escarro tuberculozo. -—— Fixaclio a

humido. — Coloragio pelo metodo
FONTES.

Corte de bago. — Metodo FONTES.
— Fotomicrografia.

Bacilo-cazeina antes da acd3o do
fosfato de sodio. — GraMm-Fuc-
SINA dilmda.

Bacilo-cazeina depois da acio do
fosfato neutro de sodio. — GRAM-
FucsiNa diluida.

Bactlos de tuberculoze corados
pelo GraM-FucsiNa diluida.

Corte de ganglio — ZIEHL acido
azotico ao terco e hematoxilina.
Corte de pulmio. — Methodo
FoN1Es,

:

Fig.

Fig,

g,

Fig.

I2C.

& 124.

. 13,

. 14.

. 15.

16.

17.
18.

Tuberkuldses
Fixierung und
FONTES.
Milzschnitt nach FoNTes gefirbt.
Photomikrographie.

Bazillocasein vor der Einwirkung

feuchte
nach

Sputum ;
Firbung

des basisch phosphorsauren Na-
trons. GRrAM, verdiinnte Fuchsin-
l6sung.

Bazillocasein nach der Einwirkung
des basisch phosphorsauren Na-
trons. GRAM, verdiinnte Fuchsin-
losung.

Tuberkelbazillen nach GraM und
mit verdiinnter Fuchsinlésung ge-
firbt.

Lymphdriisenschnitt. ZIEHL, Sal-
petersaure 1 :2 und Himatoxylin.
Lungenschnitt. Farbung  nach
FONTESs.
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