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uvonb.

Na pfani, z rGznych stran pronesend, abych napsal
pfirucku mikroskopické techniky, ve které uvedl bych vie,
co po mnohaleté praksi pokladdm za nejvyhodnéjsi a
nejdllezitéjsi, odhodlal jsem se tak uciniti. V Ceské lite-
ratufe nemame vétSiho odborného dila, pouze prof. Dr.
Srdinko ve své ucebnici histologie uvadi stat o mikro-
skopické technice histologické. Vim, Ze nepfindSim vSse,
co od let osmdesatych minulého stoleti v tomto oboru
bylo uvefejnéno. Hledél jsem v prvé fadé k tomu, abych
uvedl jen skutecné osvédcené methodv, o jichz dobrych
a spolehlivych vysledcich z vlastni zkuSenosti sam jsem
se presvédcil.

Celou latku rozdélil jsem na jednotlivé oddily; vSude
tam, kde to za nutné pokladdm, uvéadim u jednotlivych
method chyby, které nejcCastéji p¥i praci vznikaji, jakoz
i zplsob, jak moZno se jich vyvarovati event, je od-
straniti.

V oddile ,,0 fixovani#a ,,barveni preparatd uvadim
nazory rdznych badatell, jelikoz mam za nutné, aby
pracovnik s jich Gsudky byl seznamen.

Odevzdavam knihu tuto vefejnosti, pracovnikim
v histologickém badani, s tim pfanim, aby se stala sku-
teCnou pfiruckou.

V Praze, v lednu 1920.
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PREDMLUVA K DRUHEMU VYDANI
MIKROSKOPICKE TECHNIKY.

Prvni vydani této knihy bylo béhem jednoho roku
UpIné* rozebrano, coZ jest zajisté nejlep$im dlkazem, Ze
knihy bylo jisté zapotfebi.

Na pfani nakladatelstvi poddvadm vefejnosti druhé
vydani, ve kterém se snazim prinésti nékteré kapitoly aplné
nové, jiné jsou doplnény a rozSifeny.

Odevzdavam druhé vyda&ni mikroskopické techniky
vefejnosti s tim pfanim, aby nalezlo téhoZz pfFijeti jako
vydani prvni.

V Praze, v kvétnu 1927.
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I. O lomu svételnych paprskl a o vzniku obrazu
v CoCkéch.
D¥ive, nez pfistoupime k popisu mikroskopu a ostat-

nich pfistrojd, nutno si uvédomiti zakladni pojmy o lomu
svétla a jeho uchyleni vibec a zvlasté tehdy, prochazi-li

rdznymi coékami. (9

Jak znédmo, prostoupi-li pa- j
prsek svételny z prostfedi fidsiho _  —emeeee
(vzduchu) do prostfedi hustSiho ~V~ i\ -
(skla) nebo opéacné, uchyli se, ~ —r—~

fikdme : svétlo se lame. '
Na priloZzeném obrazci (obr. 1.) |
vidime tento postup lomu; pa- A
prsek AB, jenz probih& v kolmici obr.i
ke sklu, prostupuje timto, aniz

by se uchylil. Jinak paprsek a, kterydopadaSikmo na sklo
v misté al, uchyli se, pfechazeje ze vzduchu do skla. ke
kolmici, kterou si vedeme v bodé vstupu. PFi prostupu
ze skla do vzduchu lame se opét, a totak, Zeuchyli se
od kolmice v bodé vystupu pfi a-.

J

nvz

Postup paprskl svételnych v ¢ockach.

Na plankonvexni éoéku dopadaji paprsky a, b, ¢
(obr. 2.). Paprsek b, ktery dopada kolmo na éoéku, pro-
chézi touto, aniZz by se uchylil v bodé d, a pfi vystupu
z €oéky jde dale bez uchyleni. Paprsek a, ponévadz do-
padd kolmo na sklo (na plochu), postupuje dale éoékou
bez uchyleni, avSak v bodé 1 pfFi
vystupu lame se od kolmice k a
v dalSim postupu protina stfedni
. paprsek v bodé O. Stejné tak

U5 chovéa se paprsek ¢, ktery pfi
vystupu z éoéky taktéz se lame
od kolmice a protinda stfedni pa-
prsek opét v bodé O. VeSkeré

Obr. 2.
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paprsky svételné dopadajici na éoéku mezi body a,c, lAmou
se a shihaji se v bodé O. PonévadZ v paprscich svételnych
jsou i paprsky tepelné, které se soustfeduji v bodé 0, na-
zyva se bod ten ohnisko — focus. Vzdalenost tohoto bodu
od €oéky nazyva se ohniskovou vzdalenosti €oéky, a pa-
prsek postupujici stfedem €oéky,

~ktery nevykazuje Zadné uchyl-

[-vv-"* \ ky, nazyvame optickou osou
6 ' - €oékv. VeSkerépaprsky,  které
\ I iieProchazeji stfedem é&oéky, se
T z. Xy <k /[ lamou, a to tim vice, éim jsou
vzdalenéjsi od centra, t. j. bliZsi

obr. 3. k okraji €oéky.

V éoéce bikonvexni (spojce)
dochéazi ke dvojimu lomu, a to jak pfi vstupu, tak i pfi
vystupu paprsk( z éoéky. Paprsky a, b, ¢ (obr. 3.) dopa-
daji na éoéku; paprsek a pfi vstupu do éoéky se lame
v bodé 1 ke kolmici (01), pfi vystupu se uchyli od kol-
mice (0X) do bodu O, totéz déje se s paprskem c. Papr-
sek 6, jdouci stfedem €oéky, postupuje bez uchyleni.

Vznik obrazu ¢ockou bikonvexni.

Z dfive uvedeného vidime, Ze vSechny paprsky vycha-
zejici z jednoho a téhoz bodu ldmou se pfi prostupu
€oékou, a opét v jednom a témze bodé se shihaji. Na tomto
zékladé moZno si vy-

svétliti vznik obrazu £ . 2\ o
goékou. Pfedmét mlze o\ ezl
se nalézati v rlzné-— T e o 1
vzdalenosti od éoéky. i | i a
bud meziniaohniskem, & BRI xS
nebo za ohniskem. Pfi- obr. 4.

hlédneme k pfipadu,

kde se pfedmét a b (obr. 4.) nalézd za ohniskem. Z bodu a
vstupuje paprsek do éoéky, lame se nejdfive ke kolmici
a pfi vystupu z éoéky se zase uchyli, a to od kolmice do
ohniska 0' a postupuje dale. Totéz se déje s paprskem b,
kde paprsek se dvakrdte lomi a prochdzi poté rovnéz
ohniskem. Z obou bodl a, b jdou rovnéZ paprsky, které
projdou stfedem é€oéky, aniz by se uchylily, a v dalSim
postupu kFizi se s paprsky prochéazejicimi ohniskem, a to
v bodech a', b'. Tak povstal obraz ab, a to obraz obra-



ceny, skutec¢ny, ktery mozno na matnou sklenénou desku
zachytiti (komora fotografického aparétu). Tento obraz
u mikroskopu vznikd v objektivu.

V druhém pfipadé nalézd se pfedmét mezi €oékou a
jejim ohniskem. Z bod0 a, b (obr. 5.) dopadaji paprsky
na éoéku, ldmou se do ohniska 0' a pokraCuji dale za-
rovefn spaprsky jdoucimi . d
stfredem CoCky, které se Ar*~
neldamou. Prodlouzime-li
si tyto paprsky ve smér
kde se naléza predmét,
tu kFizuji se v bodech
a'9b\ Pohlizime-li do lu-
pv, tu se zd4, Ze paprsky
vychézeji z obrazu pfed-
métu a ne z pfedmétu "™bl
samého, vidime obraz obr. 5.
zdanlivy, virtuelni obraz
zvétSeny, pfimy. Tento pfipad odehrdva se v okuléru
mikroskopu. Na zakladé téchto dvou poucek: 1. z pfed-
métu nalézajiciho.se za ohniskem d&va Cocka bikonvexni
skute¢ny Ci reelni obraz, a za 2. z pfedmétu nalézajiciho
se mezi ohniskem a CoCkou (spojkou) vytvofi se obraz
virtuelni, zvétSeny, moZno si sestaviti t. zv. dioptricky
mikroskop. Tento sestava ze dvou bikonvexnich cocek,
jejichz optické osy se kryji v jedné linii (tvofi spolecnou

osu). CoCka A (obr. 6.),

- kterad jest blize pfedmé-

<8 tu, nazyva se objektiv,

¢otka B, kterou pohlizi-

6 me na obraz cockou A
vytvofeny, nazyva se
okular (ocnice). Z pred-
métu ab, ktery naléza
se za ohniskem silné vy-
pouklé ¢oCky, vznikne
skuteény pfevraceny
obraz a' b\ ktery moz-
. no na mdlou desku za-
L chytiti. Oc¢nici B diva-
PTeLyE me se na obraz albl,
ktery byl promitnut

Obr 6. mezi ohnisko a Cocku

—_———— . .
o
—h
>
1
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okularu, a timto okuldrem zvétSime skutecny obraz ob-
jektivem povstaly (a" fc").

Mikroskopické objektivy.

Objektiv mikroskopu, jak moZno nejlépe se pfFesvéd-
¢iti na prlfezu (obr. 7.), sestava z nékolika Cocek rlizné
brousenych a rlizného zakFiveni. V8ecky ¢ocky dohromady
tvofi jednu bikonvexni ¢oCku o malé optické délce, a
vSecky musi byti sestaveny v jedné a téze ose. Takto
sestavena €oCka musi vytvofiti skute€ny obraz pfedmétu,,
ktery se nalézd za ohniskem.

Jak jiz bylo uvedeno, vSecky paprsky*
dopadajici na ¢oCku, maji se lamati v oh-
nisku. Praxe vSak ukézala, Ze tomu tak
neni. Tato fysikalni poucka plati jen pro
Cocky s velice malym zakfivenim, totiz
pro tv, které pfedstavuji useky kouli ove-
likych polomérech, nebo pro Co€ky velice
tenké. PFi ¢oCkadch s malym polomérem*
velice zakfivenych, vidime, Ze paprsky
prochazejici okrajem ¢ocky, lamou se
daleko vice nez paprsky blize optické osy

EX Y prochazejici. U Cocek takto sestavenych
obr. 7. nevytvofi se jedno ohnisko, nybrZz celd
fada ohnisek, vlastné ohniskovy prostor.
Nasledkem toho neni obraz CdCisty, zfetelny, a ¢im
veétsi zakfiveni, tim ostrosti a zfetelnosti ubyva. Vadu
tuto nazyvdme sférickou aberaci. Této vadé
mozno odpomoci rlznym brouSenim jednotlivych cocdek
o rdznych polomérech, nebo zmensenim uhlu otevieni
CoCky (to jest Uhel, jehoZz vrcholem jest ohnisko a jehoZ
ramena tvofena jsou paprsky jdoucimi okraji ¢ocky).

Vsak tim, Zze zmenSime Uhel otevfieni, totiz tim, Zze
odstranime veSkeré paprsky okrajem CoCky prochazejici*
ztrdcime velice mnoho na svétle. Tak jedno zlonahrazujeme
druhym, a ponévadZ zvétSenim ubyva svétlosti v kvadra-
tickém poméru, nutno pfi silném zvétSeni pouziti co mozno
nejvétSiho otevfeni uhlu, aby predmét byl dostatecné
osvétlen.

D¥ive jiz bylo uvedeno, Ze veSkeré paprsky, procha-
zejici bikonvexni ¢ockou, ld&mou se do ohniska; nebyl vSak
bran zretel k tomu, Ze se tak déje jen s paprsky svétel-

‘--2 - f

-
X
»
™
&
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nymi a Ze kazdy svételny paprsek jest sloZzen z rliznych
barevnych paprskid, ze kterych mé kazdy jinou délku
viny. Cofku moZno povaZovati za systém hranoll, p¥i pro-
stupu lamou se paprsky a vytvofi celé barevné vidmo,
z nichz paprsky Cervené lamou se nejméné, fialové nejvice
(obr. 8.). Nasledkem toho utvofi se pro rGzné barevné
paprsky riznd ohniska, povstava nékolik ohnisek, obrazy
pfedmétu se tudiz nekryji pfesné, pfi ¢emz obdrzime na
okrajich obrazu barevné ordmovéni. Tuto vadu okrajového
zabarveni nazyvdame chromatickou vadou. Této
vadé dad se odpomoci spojenim dvou CocCek, a to jedné
bikonvexni a jedné konvex-konkéavni, z nichz kazda jest
zhotovena z jiného skla, a to jedna ze skla korunového*
druha flintového. Po-
névadz kazdé sklo '
ma jiny lom, vyrovna A Af
se ponékud vzajemné [ ) : g
lomivost paprskl, a t—| e

¢ocka stava se achro- R ol o Y P
matickou. 3

Touto kombinaci
rizné brousenych a obr. 8.
z rlizného skla sesta-
venych coCek korriguje se vada chromatickd. Vidime-li
u takto kombinovanych ¢ocek, hlavné za dopadu poné-
kud 3ikmo napadajicich paprskl(i, modravou &ast spektra
na okrajich, tu pravime, Ze ¢ocka jest pfekorrigovana, vi-
dime-li vSak, Ze pfevlada Cervena nebo Zluta Cast spektra
na okrajich, pak jest CoCka podkorrigovana.

Cocky, u nichz jest dle moznosti odstranéna jak sfé-
ricka, tak i chromaticka vada, nazyvame cotkami aplana-
tickymi. Vada sférickd neni vSak u takto kombinované
lupy aplanatické Gplné odstranéna pro vSechny paprsky
na CoCku dopadajici, nybrz jen pro paprsky dopadajici
v ur€itém uhlu. Cocka aplanaticka ma 2 body, pro které
jest aplanasie Gplné vyrovnéana a které nazyvame apla-
natickymi ohnisky jedné CoCky. Pro vSechny ostatni pa-
prsky, dopadajici v jiném sméru, pod jinym uhlem, jest
¢oCka bud prfe- neb podkorrigovana.

Kombinace ¢ocek.

Vezméme kombinaci tfi ¢ocek, stfedni bikonvexni ze-
vnich plankonkavnich, tu vidime, Ze obé ohniska nalézaji



12

se na téze strané CoCky, a proto hodi se tato kombinace
pro obycejné lupy. Je-li kombinace takova, Ze vnitfni
CoCka jest bikonkavni a obé zevni bikonvexni, tu aplana-
ticka ohniska jsou na rlznych stranach cocky, a této
kombinace se s vyhodou uziva pro projekéni aparaty. Aby
nevyrovnala tato vada, musela by rizna skla (flintové a
korunové) a jich lomivost byti takova, aby paprsky pro-
chéazejici konkavni c¢oCkou, ktera lame paprsky v opac-
ném smeéru nez bikonvexni, v kazdém bodé obou CoCek
navzajem si odpovidajicich byly lamany Gplné soubézng.
Paprsky v konvexni Cocce pobliz okraje ldamou se nejvice,
musely by se tedy v CoCce konkavni lamati nejméng, a
opét ve stfedu, kde jsou laméany nejméné, musely by se
v konkavni CoCce ldmati nejvice, aby se vyrovnal lom
obou mist jak na okraji, tak i v centru. PonévadZ ale lom
a rozklad paprskd na barevné spektrum neni soubézny,
tu dochéazime k tomu, Ze ¢im dokonaleji odstranime vadu
chromatickou (rdznym sklem, brousenim), tim vice zvétsu-
jeme vadu sférickou a naopak. V praxi neni mozno dociliti
naprostého odstranéni obou vad. Abbé nazyva tuto vadu,
ktera povstdvad odstranénim chromasie pro vSechny pa-
prsky mimo centralni na Okor vady sférické, chroma-
tickou differenci sférické aberace. AvSak i této vadé
hledi se odpomoci, a to kombinaci ¢oCek v horni a dolni
poloviné objektivu. Kazda z této poloviny musi byti pro
sebe korrigovéna. Odstrani-li se sférickd vada, zbyva jesté
chromatickd; stfed jest vyrovnan, ale ponévadz modré pa-
prsky davaji vétSi obraz nez Cervené, vidime na okraji
modré zabarveni, divame-li se obycejnym okularem do
mikroskopu. Aby se této chromasii odpomohlo, stavi se
okulary tak, Ze kombinaci ¢oCek v okularu zvétsi se obraz
paprskl Cervenych vice nez modrych a pak oko vnima
obraz nezbarveny. Okulary tyto, ponévadz kompensuji
urcitou vadu, nazyvaji se okulary kompensacni. Téchto
okular(i pouziva se pfi objektivech apochromatickych a
byvaji vzdy hotoveny k uréitym objektivim, aby sku-
te€né kompensovaly jejich vadu.

Numericka apertura. — RozliSovaci schopnost objektivu.

Velmi d@lezitou slozkou v mikroskopii jest t. zv.
rozliSovaci schopnost objektivu, ktera jest odvisla od nu-
merické apertury. Iv spravnému pochopeni této num.



aper. mitno si uvédomiti, Zze mikroskopické vySetfeni déje
se hlavné za prostupujiciho osvétleni, pfi cemz vySetfované
objekty jsou présvitné. Prostupujici paprsky dopadaji na
preparat, jsou na neprlsvitnych mistech zadrzovany, na
jinych mistech jsou cCastecné propouStény. LeC vétSina
paprskd na okrajich r@znych tkani, (které tvofi jakési
mrizkovéani), se ldme, dochadzi k lomu a interferenci sva-
zegkl svételnych paprskd, které vytvofi celé duhové
spektrum. Jde tudiZz o centrdlni bily svazek svételny a
kolem ného o svazefky rlGzné silné lamanych paprskd,,
které vytvari barevné spektrum. (Velmi dobfe moZno
tento Ukaz pozorovali pfi silnéjSim zvétSeni na ,pleuro-
sigma angul.”“ a jinych diatomaceich, jichZz pancif sestavéa
z velice jemného mf¥izkovani. Odstranime-li okular a po-
hlizime-li do mikroskopu, tu vidime nad objektivem obraz,
kde vedle éisté bilych mist spatfime nejkrasnéjsi duhové
zbarveni.) Jak Abbé dok&zal, mozno jen tehdy dociliti
pfirozeného obrazu velmi jemnych struktur mikroskopic-
kych, kdyZz vedle centrdlniho svazku svételného i okolni
uchylené svazecky jsou’zachyceny objektivni €ockou.
Cim jemnégjsi struktury nalézame v preparatech, tim
vice se svétlo na strany lame, a tu jest jasno, Ze rozliSo-
vaci schopnost objektivu jest zavisla od Ghlu tvoFfeného
optickou osou a okrajovymi paprsky, které mize objektiv
jeSté zachytiti (ahel otevieni objektivu). Dle Abbého jest
rozliSovaci schopnost sloZitého mikroskopu Umérné sinu
z poloviny GOhlu otevfeni objektivu. Tento pomér se zove
,humericka apertura objektivude Numericka apertura jest
tudiz mérou rozliSovaci schopnosti objektivl. Je-li U dhel
otevfeni, n index lomu prostfedi mezi skélkem a objek-

tivem, tak jest n. a. = n.sin Pravidlem se pocita

jiz pfedem s polovici sinu uhlu otevieni a znaCi se aper-
tura = n .sin U. U suchych objektivl, kde naléza se mezi
skélkem a objektivem vzduch, mlZe byti apertura na-
nejvySe 1, praktické pouziti vykazuje vSak apert. 0*95.
U vodni immerse, kde jest index lomu vody 1-33, mizZe
byti apert. nejvySe 115, u homogenni immerse, kde za pro-
stfedi slouzi cedrovy olej, jehoz index lomu jest 1-515, jest
apertura 1-40. Pouzijeme-li Sikmého osvétleni preparatu,
mozno rozliSovaci schopnost objektivu jeSté zvétSiti. Obdr-
Zime-li pfi obyCejné apertufe objektivu nejmensi dosaZzi-
telnou jasnost elementl 0-0004 mm, moZno pfFi Sikmém
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osvétleni dosahnouti jesté ostrosti elementd 0 0002. To-
hoto Sikmého osvétleni mozno pouZiti jen ve specielnich
pfipadech.

Jaky vliv ma kryci skélko na prostup svételnych paprski?

Paprsek svételny, odrazeny od zrcadla, dopada ua
skélko, a ponévadZ pfichazi z prostfedi fidSiho (vzduchu)
do hustdiho (skla), uchyli se ke kolmici, pfi vystupu do
vzduchu lame se od kolmice (obr. 9.). Na obraze vidime,
Ze Cim Sikméji dopada svételny paprsek na spodinu skla,
tim vice se uchyluje pfivystupu. Prodlouzime-li si smér
vystupujicich paprskd, vidime, Ze paprsky blize stfedu

Obr. 9.

prostupujici protinaji se se stfedni osou v mistech nize
uloZenych (p') nez paprsky Sikmé p", a sty¢né body budou
tim vySe ulozeny, ¢im paprsky jsou Sikméjsi. Tim povstava
cela fada bod0, totiz obraz protazeny od stfedu k okraji,
t. j. dochdzi rovnéz ke sférické aberraci. AvSak srovnéa-
me-!i lom paprskd ve spojce, kde dochazi ke sférické aber-
raci, vidime, Ze paprsky blize okraje prostupujici vice se
ld&mou a obraz zd& se byti uloZen hloubg&ji, ¢im bliZe
k centru, tim méné se lamou a obraz se jevi vySe, tudiz
pravy opak od lomu ve skélku krycim; plsobi tedy sklo
ua preparaté pfimo prekorrigovani objektivu.

Z obrazu tohoto jest zaroven jasno, jak mnoho svétla
od zrcadla odrazeného pfichézi na zmar. Uchylenych pa-
prskl nemozno vyuZiti na osvétleni preparatu, nebot vedkeré
Sikmo dopadajici paprsky minou celni éoéku objektivu. Za-
vedenim osvétlovaciho pfistroje, Abbéova kondensoru, od-
pomiZe setéto vadé. Paprsky od zrcadla odraZzené dopadnou
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na spojku kondensoru a zde, jsouce do ohniska lamany,
vytvafi mohutny kuZzel svételny, ktery osvétli pozorovany
pfedmét.

Vliv prostfedi mezi krycim skélkem a objektivem.

Obraz 10. znazorfiuje prGbéh paprskl, které prostou-
pily prepardatem a krycim skélkem u rlznych objektivd,
a to: A — u objektivu suchého, B — u vodni immerse,
€ —u homogenni immerse. U vSech svételné paprsky prostu-
puji stejné; u suchého objektivu, jak vidno, nejkrajnéjsi
paprsky nepfichazeji do é&elné é&oéky, nybrz jsou uplné
reflektovany. U vodni immerse jsou zachyceny jiz vSechny

A B C
Obr. 10.

stfedni paprsky i okrajové, az na nejkrajnéjsi. U homo-
genni immerse veSkeré oznacené paprsky mohou byti po-
jaty do celni éoéky objektivu, ponévadz se neuchyli na
své cesté prochazejice mediem, — cedrovym olejem —
které méa skoro tentyz lom jako sklo.

Prohlizeni preparatu immersi.

PFi silném zvétSeni — immersi vodni nebo homogenni
(olejovou) — jest nutno mezi Celni éoéku objektivu a
preparat vsunouti kapku cedrového oleje (pfi vodni im-
mersi — kapku vody), z té prFic¢iny, aby bylo zamezeno
uchyleni paprskii prepardtem prostouplych. Cedrovym
olejem, ktery méa pfiblizné tutéz lomivost jako sklo, pro-
stoupi paprsky svételné, aniz by se uchylily, a svételny
kuZzel skrze preparat do objektivu vnikajici nedozna zad-
ného zeslabeni. PF¥i osvétleni pro immersi ma se pouZziti
plochého zrcadla, p¥i preparatech zbarvenych (bakteriich)
zaroven plného otevieni kondensoru.
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Zveétseni v mikroskopu.

Zvétseni v mikroskopu jest zavislé pouze na objek-
tivu; tento zvétSuje — spravnéji rozliSuje — jednotli-
vosti v pfedmétu. (RozliSovani jest zavislé na svazeécich
svételnych.) Obraz povstaly objektivem jest velmi maly
a proto nutno na obraz pohlizeti okuldarem, ktery reelni
obraz objektivu zvétsi — roz8ifi — a usnadni pozoro-
vani. Okuléar plsobi podobné jako projekéni pfistroj. Dia-
positiv mozno rlizné zvétsovali projekénim pfistrojem, bud
pouzitim rGzné silnych éoéek projekénich nebo zvétsenim
vzdalenosti projekéni desky od aparatu. Pravé tak mozno
zménou okularu nebo prodlouzenim tubusu u mikroskopu
zméniti zvétSeni obrazu. Rlznym zvétSenim nepostieh-
neme vSak vice jednotlivosti a detaill, nez kolik jich vi-
dime na diapositivu nebo na obraze povstalém objektivem.
Jen to, co objektiv v mikroskopu rozliSil, mozno okularem

roz§iFiti za pficinou zfetelnéjSiho vidéni.

Zorné pole objektivu.

Kazdy objektiv ma své zorné pole. Obr. 11. nas nej-
lépe poudi o jeho prlmeéru (obrazy jsou mikrofotografie
mikrometru, pofizené ve vysi tubusu, kde vznika reelni
obraz, v pfirozené velkosti).

Cis. objektivi

(Reichert) . . . 2 3 4 5 6 8 12
Zorné pole v mm
(PrGmér) ... 45 2-3 1*65 0-63 0-53 0-39 0-23

ZmenSeni zorného
pole nasazenym
okularem*) ¢is.

1. v mm .. 3*3 1-65 1-2 0-46 0-39 0-28 0 17
Vlastni zvétSeni

objektivu . . . 3-6X 7X 16X 39x 46X 68X 100X
Vlastni zvétSeni

okuléaru ¢is. .. 111l 11 v \Y/ VI VI

3X 4X 5*5X 77X 9X 12X 20X

Znéme-li vlastni zvétSeni objektivu a okularu, tu
moZno si lehce vypocitali skutecné zvétSeni v mikroskopu.

* Nasazenim okularu zmen$i se zorné pole nésledkem vlozeného
stinitka mezi obé €oéky okularu.
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Objektiv 4 ma vlastni zvétSeni 16, okular IIl 5-5, tu
obdrzime zvétSeni 16 X 5*5.... 88, tudiz pfFiblizné 90 X .
Pro praktickou potfebu jest vZzdy nutno vyjadfiti pfi
vyobrazeni, jakého objektivu a okularu bylo pouzito, a
neudavat! zvétSeni v Cislech. Tak na pf. Udaj zvétSeno
100 x nic* nepravi, nebot tohoto zvétSeni mohu dosah-
nouti vSemi objektivy, pozménim-li okular, pfi tom jest
mi znamo, Ze objektiv 2 nebo 3 nerozliSi mi predmét tak,
jak obraz vykazuje.
Jak z uvedeného
vysvita, jest zvétSeni
v mikroskopu zavislé na
rozliSovaci  schopnosti
objektivu, totiz na veli-
kosti numerické aper-
tury. Z té pficiny nutno
pfenésti zvétSeni na ob-
jektiv. Pro vétsi zvétSe-
ni nutno vzdy pouZziti
silnéjSiho objektivu a
slabsiho okularu, ale
nikdy ne naopak. Pfi
slabsich objektivech a
silngjSich okularech ne-
obdrzime nikdy ostrych
obrazd jemnych struk-
tur. Pro obycejné pro-
stupujici svétlo jsou ves-
keré objektivy upevné-
ny na tubusu urcité dél-
ky, ato 160 fura.Natuto
délku jsou veSkeré ob-
jektivy pfesné zafizeny.
Rovnéz tak vSechny objektivy jsou sestaveny pro
urcitou tlouStku krycich skélek a to: 0*17—0-18 mm.
U slabych objektivl suchych neshledame Zzadné Gjmy na
ostrosti, pouzijeme-li tlustSich skélek, avSak pro stfedni
a silné objektivy nutno uvedenou tlouStku dodrzZeti
(u achromatd od & 5 vy3e, u apochromatu od 8 mm).
Prodlouzenim tubu mozno ponékud korrigovati vadu
vzniklou tlouStkou skélka (u tlustSich skélek tubus vsu-
neme — zkratime — u slab8ich prodlouzime — vysu-
neme). Jinak opravime uvedenou chybu u silnych suchych

Rejsek, Mikroskopicka technika. 2
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objektivd a u vodni immerse zafizenim objektivi s kor-
rek€nim kruhem (viz str. 30.).

Pro béZnou potfebu uvadime tabulku, kde jsou za-
neseny hodnoty dilkd okularniho mikrometru (okular 11
s mikrometrem, 1 mm délen na 10 dilkd) pro rdzné
achro matické objektivy. Pro objektivy apo-
chromatické wuZivd se mikromilimetru v okularu 6.

Fa Reichert. Fa Leitz.
Achrom. objektiv. Achro mat y.
mm mm

00 e 0*0094 0 o e 0*133

O 0 0494 1o, 0-0487
la 1C i, 0 0410 2 s 0-0274

16 . . . . 0*06—0*0473 3 0*0153

la?2 0*0338 4 0-0085

3 0*161 B, 0-0050

4 0*0098 B e 0*0035

O 0 0092 T o, 0-0025

4 C o 0*0121 1 (7. .) vodniimm. 0/003

5 0*0046 1/12 0-0016

5D 0-0092

6 0-0032

6D e 0-0036

F - 0-0028

8a 0-0023

8 a™ e 0*0025

186** 1/12 . . 0-00158

Apochroméaty Apochromaty

(mikrometr okuldrni VI). (okuléar V1).

16 mm e 0*0137 16 mm 0*0146
8 mm 0-0079 8 mm 0-0076
4 mm e 0-0035 4 mm 0-0037
3 MM e 0-00256 3 mm 0-00268
2 MM s 0*00164 2 mm 0-0018
-5 mm . ... 0-00127

PonévadZ vSak brou$eni a stavba rlznych objektivl
neni téméf nikdy naprosto stejna, jest nutno pro dile-
Zitd méfeni pouziti objektivniho mikromilimetru a zjistiti
pfedem hodnotu dilki mikrometru okularniho pfi rlzném
vytahu tubu s dotyénymi objektivy. (Viz také str. 40.
Pfesné méfeni.)
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I1. Mikroskop a pFistroje pomocné.

Optické pfFistroje.
NejjednodussSi opticky pfFistroj,

kterého se pouZziva

k zvétSeni, jest lupa. PouZzivame vesmés lup aplanatic-
kych, které dovoluji zvétSeni 2- az 15nasobné. Lupy jsou

Obr. 12.

uloZzeny do kovové neb rohové objimky, ke které jest pfi-
pevnéno drzatko (obr. 12.). Jiné zafizeni zalezi v tom, Ze
lupa s objimkou je pfipevnéna na ozubenou liStnu, ktera
jest pfFipevnéna na pevném stojanu; ozubenym koleckem

jest mozno listnu a s ni
spojenou lupu do rlizné
vysky zastaviti. Na stoja-
nu jest pfipevnén stolek
se sklenénou deskou, pod
kterou jest umisténo plo-
ché zrcadlo. U nékterych
pfistrojd jsou jesté zavése-
na po stranach opéradla
pro ruce pracujiciho (obr.
13.). Takto zafizené lupy
jsou vedeny pod ndzvem
pracovnich ci preparaénich
lup (t. zv. jednoduché mi-

obr. 13.
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kroskopy). Tyto jsou tak zhotoveny, Ze moZno u nich
lupy vymeénovat! a tak dociliti zvétSeni az 100né&sobného.
Téchto pracovnich lup uZiva se ponejvice v zoologii, bo-
tanice a jsou jeSté pro specielni prace opatfeny rdznym
zafizenim.

Nasadime-li jednoduchou aplanatickou lupu na delSi
rouru, a nalcza-li sc pozorovany pfedmét mezi ohniskem
coéky a cocCkou, tu objevi se v roufe zvétSeny prevréceny
obraz pfedmétu, ktery mozno na mdlou desku zachytit!:
poloZime-li na horni okraj roury novou éoéku — spojku —
tu zvétsime si obraz lupou vznikly, a tak dochdzime ke
slozitému mikoskopu v nejjednodussi formé. Obraz pfed-
métu ve slozitém mikroskopu jest obdobny s obrazem
v rovném zrcadle — obraz obraceny.

Drobnohled. (Mikroskop.)

Velice zajimava jest historie a vyvin mikroskopu a
srovnani mikroskopu moderné vypraveného s mikrosko-
pem stoleti 17. a dfive (obr. 14.). Neni v8ak tfeba ani tak
nazpét pohliZeti; srovnejme jen mikroskop z let Sedesa-
tych min. stol. Hlavni snahou pfi konstrukci mikroskopu
bylo zlepSovani optického zaFizeni, které se neustale zdo-
konalovalo. Nejvétsi zasluha dnedniho zdokonaleni mikro-
skopu nélezi neimavnému badateli prof. Abbému po
strance fysikalni, na druhé strané pak zdokonalovani
druhl skel, ze kterych se coéky pro mikroskop zhotovuji.

Rlzné firmy vyrabéji rlizné sestavené mikroskopy.
V principu skladaji se vesmés ze stativu, ktery spociva
na téZké noze. Na stativu jest upevnén podlozni stolek,
ktery mé uprostfed otvor, kudy prochazi svétlo od zrcadla
pod stolkem umisténého odrazené. Timto zrcadlem, které
byva pravidelné na jedné strané rovné, na druhé duté,
mozno v rdznych polohdch pohybovati. Horni &ast stativu
nese objimaci rouru, ve které se posunuje t. zv. tubus,
na ktery se pfipeviuji éoéky. Do horniho konce tubusu
vsouva se okular — oénice, na dolejSim konci pfipevni
se objektivy.

PFi tomto jednoduchém zafizeni mikroskopu musi se
tubus pfi mikroskopovani zasouvati do Zadané vzdale-
nosti objektivu od preparatu, takze tubus pohybem v po-
déIné ose otalivym pozvolna vsunujeme doll a cvikem
mozno odhadnout!, do jaké vzdéalenosti mozno pfi tom
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kterém objektivu tubus k preparadtu pfiblizili. Nesmi se
nikdy tubus pfimo od shora dold tlagiti, tim mohli bychom
nejen preparat, ale i objektiv narazem zni¢iti. Pfi kazdé
vyméné objektivu nutno tubus opét Sroubovité nahoru
vysunouti, objektiv z tubusu vyjmouti, novy vsaditi a
opét Sroubovité opatrné doll posunouti. Jemné zastaveni
déje se t. zv. mikro-
metrickym Sroubem.

Obr. 15. Plvodni snimek
drobnohledu J. Ev. Purkyng
Obr. 14. z dob studijnich.

& Do otvoru ve stolku, kterym svétlo prochazi, mozno
vkladati vlozky s otvorem rlzného priméru. Vlozky ty
nazyvdame clonky — stinitka. To jsou t. zv.
valcova stinitka. U nékterych mikroskopl nevkladame
téchto vloZzek; namisto nich nalezneme pod stolkem ex-
centricky ulozenou kruhovou desku s rdzné velkymi
otvory, kterou mozZno otaéeti, a pouzZijeme pak clonky
dle libosti (obr. 16.).
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Takovéto jednoduché mikroskopy vyrabéji dosud ves-
kere firmy, a ma-li mikroskop takovy dobfe sefizené
optické zafizeni, hodi se ke vSem drobnohlednym pracim,
ovéem ztraci pracujici mnoho €asu pfi vyméné objektivi
a vsouvani tubusu. Témto nevyhodam hledélo se odpo-
moci riznymi zménami na konstrukci pfistroje.

Prvni Gprava zalezela v tom, Ze bylo odstranéno ruc¢ni
posouvani tubusu tim, Ze na tubus pfipevnéna byla ozu-
bend liStna, do které zapada ozubené koleCko, kte-

CANUTIRT

Obr. 1G. Obr. 17.

rym mozno tubus posouvati nahoru a doll. Tim jest
usnadnéno hrubé zastaveni objektivu ku preparétu. Bylo
shledadno, Ze osvétleni jednoduchym zrcatkem jest velice
slabé, hlavné pfi silnéjsim zvétSeni. Proto byl zfizen osvétlo-
vaci pfistroj, ktery se skladal z jednoduché, silné vypouklé
géoéky, t. zv. kondensoru, ktery se vsunul do otvoru ve
stolku. Svétlo, od zrcadla odrazené, se lamalo v konden-
soru a mohutny KkuZel své&telny osvitil preparat. Stinitka
nad kondensorem z(stala.

Mnohé mikroskopy byly pfili§ vysoké a pozorovatel
musil se naméhati a mikroskopovat! v nepfirozeném polo-
Zeni a sehnuti hlavy. Tato vada odstranéna tim zpdsobenu



23

Ze stativ mozno kolem nytu v mistech stolku se nalézaji-
ciho do rlzné polohy sklopili a v této poloze upevniti
(obr. 17.).

Velkou dilezitost pfi mikroskopovani ma osvétleni.
Déje-li se toto osvétleni pouze odrazem od plochého
zrcadla, tu jest pro silngjsi zvétSeni toto osvétleni velice
nedostatecné; ponékud bylo tomu odpomoZzeno vlozenim
kondensoru. AvSak ani tato jednoduch& €oéka nestaéila.

Profesor Abbé sestavil zvlastni osvétlovaci pfFistroj,
ktery se také po ném nazyva, a ktery umistén jest pod
stolkem mikroskopu. Tento pfistroj sestava z kombinace
CoCek velice kratkého ohniska, které svétlo od zrcadla
odrazené spoji v svételny kuzel osvétlujici preparat. Pod
CoCkami jest irisové stinitko, které se sklada z polomésié-
kovitych kovovych plotének, excentricky na cepech se
pohybujicich, které posunutim vytvofi dohromady rdzné
velky otvor. Tuto irisovou clonku moZno téZ stranou po-
sunouti. PFi normalnim poloZeni stinitka obdrzime osvét-
leni centralni, posunutim osvétleni Sikmé; vylouci se totiz
paprsky svételné, prochazejici osou &oéky.

Ilv tomuto osvétlovacimu pfistroji pridana jest jeSté
clonka paprskovita, ktera ma malé plné kolecko, tenkymi
loukotémi upevnéné. Touto clonkou, vloZenou do pfistroje,
vylou€i se veSkeré paprsky centralni, ¢imZz zatemni se
zorné pole, a pouze paprsky prochazejici po stranach
osvétli urcitd mista a obdrzime t. zv. ,,osvétleni temného
pole*“, kde zorné pole jest tmavé a pfedmét je osvétlen.
Této clonky jest mozno pouziti jen pfi slabSim zvétSeni.
PIného svétla, totiZ Uplného otevFeni irisového stinitka,
pouzijeme jen pfi vySetfovani silné zbarvenych, malych
CasteCek objektu, jako jsou preparaty bakterii nebo struk-
tura plasmatu. Jinak nutno vzdy pouziti stinitka, bychom
ur€itou Cast svételného kuzele vylou€ili. Pfi plném svétle
nastdva presvétleni, takZze pfi histologickém vySetfovani
ztrdci se veSkeren detail v preparaté, ktery pfi zataho-
vani stinitka vZdy ostfeji vystupuje. Jak daleko se mulze
svétlo zeslabiti, rozpoznavame pfi mikroskopovani. Jemné
zastaveni mikrometrickym $roubem doznalo taktéz riz-
nych zmén u rlznych vyrobcd, hlavné po strance jem-
nosti a umisténi Sroubu.

U starSich jednoduchych mikroskopl, jak jiz dfive
bylo uvedeno, bylo nutno pfi kazdé vymeéné objektivu
vyjmouti tubus, odSroubovati objektiv a jiny opét nasa-
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diti, coz vyzadovalo dosti cviku a ¢asu. Nasledkem cas-
tého vysunovani a vklddani tubusu se stdvalo, Ze mikro-
skop nebyl centrovén, t. j. Ze objektiv neodpovidal Gplné
centralnimu mistu v zorném poli. PFi praci slabym objek-
tivem zastavilo se urCité nepatrné mistecko do centra;
slab$i objektiv byl zaménén silnym, mclo-li byti analyso-
vano ono misto pfi silném zvétSeni, a tu pravidelné ne-
bylo mozno mista toho
po vsunuti tubusu na-
lézti, jelikoZ ocitlo se G-
plné stranou zorného
pole. Této vadé odpo-
mohlo se s velice dob-
rym vysledkem zave-
denim t. zv. ,revolve-
rudd Pristroj ten jest na-
Sroubovan excentricky
na tubus a na ném pf¥i-
Sroubovany jsou dva
nebo tfi objektivy; pfi
otoCeni revolveru posta-
vi se objektiv na pravé
misto. Tak mozno rychle
stfidati objektivy, aniz
bychom byli nuceni po-
liybovati tubusem (obr.
18.). Na okraji revolveru
naléza se zpruha, kterd
nese zoubek, jenz za-
padne do vyfezu vzdy
v tom misté, kde jest
objektiv k mikroskopu
centrovan. Jako s kaz-
Obr. 18. Nejvétsi inodel mikroskopu dou Casti mikroskopu.
Stpinym zaFizenim. aje hlavné s jemnym
mikrometrickym Srou-
bem, tak i s revolverem jest nutno velice opatrné za-
chézeti, nema-li byti pokaZen.

Zajisté bude na misté, zminime-li se o tom, Ze jsou
drobnohledy k rdznym vySetfovanim téZ rlizné stavény.
Tak na pf. u drobnohledll, kterymi mozno vySetfovati
veliké Fezy, na pf. celym mozkem c¢lovéka, jednd se o ta-
kové zafizeni, abychom mohli podlozni skélko preparatu
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umistiti na stolku mikroskopickém. Proto musi byti stolek
znacné rozsahlejsi nez u obycejnych mikroskopu. Protento
pfipad jsou sestaveny zvlastni mikroskopy na pf. na pro-
hlizeni mozkovych fezli. (Nachet, Reichert, Zeiss atd.)

TéZz optick& ¢ast jest vzhledem k vySetfovani jinak
zafizena; jde o objektivy, které maji velké zorné pole, aby
se mohla vétsi €ast preparatu najednou pFehlédnout!.

Déle sestaven jest mikroskop pro vySetfovani petro-
grafické. Pro vySetfovani neprlhlednych pfedmétd se-
staven jest t. zv. metalurgicky mikroskop, pfi kterém
jest vsunut do tubusu zvl&stni pfistroj, t. zv. i1lu m i-
nat or, ktery prismatem a €oCkou vrha svétlo na plochu,
kterd se ma vvsetfiti (vybrus Zeleza a p.). Tohoto zafizeni
pouziva se nyni s velikym prospéchem v soudni medicing,
kde se mohou mikroskopicky rozpoznati velice zfetelné
na nastroji, na pf. nozZi, skvrny krevni od skvrn rezu, bez
poruseni corpus delicti.

Stereoskopicky mikroskop.

Stavba mikroskopu pro stereoskopické vidéni byla
rGznym zplsobem feSena. Anglicky vyrobek (Beck, Lon-
dyn) pozlstaval v tom, Ze po-
fizen dvouokularovy mikroskop,
jenZz mél dva shihavé, do jedné
spole¢né roury Ustici tubusy
s jednim objektivem, nad kte-
rym bylo umisténo hranolové
zafizeni. Jeden obraz prochézel
objektivem pfimo do prvniho
okulédru, hranolem prochazejici
obraz byl pak uchylen do dru-
hého tubusu ke druhému oku-
laru.

Pozdéji byl sestaven mikro-
skop dle Greenougha.
Tento dvouokularni mikroskop
ma téZz dva sbihavé tubusy, ale
se dvéma objektivy. Jak objek-
tivy, tak i okulary, musi byti
naprosto identické (obr. 19.).

Novéji jest stavéno ste-
reoskopické zafizeni podle o>, *9
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Heimstaedta: jest to dvouokuldrovy stereoskopicky néa-
stavek, ktery mozno na kazdy stativ nasaditi. UmoZziuje
stereoobrazv pfi kazdém zvétSeni (i pfi immersi) (obr. 20.).
Tohoto nastavku mozno pouziti, po pfipojeni ua zvlastni
podstavec, jako stereolupy, nasadi-li se nan slabé objek-
tivy (obr. 21.).

Veskeré mikroskopy jsou v principu stejné sestaveny;
rlznéa zafizeni, jak nalézame u rGznych mikroskopd, jsou

Obr. 20. Obr. 21.

jen obmény, kterych sobé néktefi badatelé prali. Tak na
pfiklad nalezneme mikrometricky Sroub na rlznych mi-
stech umistény, jednou naléza se nahofe stativu, jindy po
strané téhoz, nékdy opét na jeho dolnim konci.

Pro pohodIné demonstrovani preparatu druhé osobé
slouzi zafizeni provedené na okularu, kde od tohoto odboci
stranou roura s druhym okuldrem. Obraz povstaly objek-
tivem se ve vySce okularu vlozenym hranolem uchyli do
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druhého okularu postranniho a tak umoZnéno, Ze dvé
osoby mohou zaroven preparat prohlizeti. Takovych a
podobnych obmén najdeme celou fadu, nebot rizné firmy
hledi neustale své pFistroje zlepSovati a uéiniti tak badani
mikroskopické po technické strdnce pohodInégjSim.

Cocky.

Optickou é&st mikroskopu tvofi €oéky, a to objektivy
a okulary.

Jak jsme jiz ve vSeobecné ¢asti (str. 10, 11) ,,0 lomu
svétladtuvedli, u kazdé jednoduché €oéky (spojky) nacha-
zime dvé vady, totiz vadu kulovitou éi sférickou a chro-
matickou, barevnou. Sféricka vada vznika tim, Ze paprsky,
které éoékou prochazeji, nejsou stejné lamany; paprsky
prochazejici blize okrajd €oéky jsou vice lamany, nez ony,
které prochazeji blize stfedu. Tim povstava zkresleni
obrazu, tak zv. Uchylka &éi vada sférickd. Vada chroma-
ticka spoéiva v tom, Ze svétlo éoékou prostupujici rozlozi
se podobné jako v hranolu v barevné souédsti vidma.

Paprsky fialové lamou se nejsilnéji, paprsky éerveneé
nejslabéji; tim spoji se paprsky fialové brzy za é&oékou,
gervené mnohem dale od ni a ostatni zlstavaji v rlizné
vzdalenosti mezi ob&ma. Vysledek toho jest, Ze tvofi se
na pokraji €oéky barevné kruhy.

Vadé chromatické odpomaéaha se tim, Ze spoji se do-
hromady dvé é&oéky z rGznych druhd skel zhotovené,
ze skla korunového a flintového. Oba druhy skla maji
rznou schopnost lamani barevnych paprskl achyby, za-
vinéné lomem jednoho skla, vyrovnavaji se vadou skla
druhého. Coéku takovou, kterd povstava kombinaci dvou
rdznych skel, nazyvame éoékou achromatickou. Touto
kombinaci odpomaha se do jisté miry i vadé sférické, éimz
povstane t. zv. éoéka aplanaticka.

Jest je$té dllezito upozorniti na t. zv. Ghel otevfeni;
takto nazyvame trojuhelnik, jehoZz vrchol jest ve stfedu
pozorovaného pfedmétu, vySku tvofi vzdalenost pfedmétu
od éoéky a zakladnu tvofi jeji prdmér. PouZijeme-li clonkv,
jest tento Uhel zmenSen (viz str. 13.).

Okulary.

Okulary zhotovuji se kombinaci dvou éoéek. PfFi
obyCejnych achromatickycli objektivech uziva se t. zv.
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~Huygenskych®“ okularu, které pfichazeji pod znaCkami
I.—V. dle rzné délky ohniska. (Obr. 22.) Pro objektivy
apochromatické jsou sestaveny zvlastni okulary t. zv.
.kompensacni“. (Obr. 23.) Ucelem kompensacniho oku-
laru jest korrigovati chromatickou vadu u objektivu a jest
tudiz jaksi stanoven pro kazdy objektiv urcity okular;
jen tyto dvé urcité kombinace daji naprosto achromaticky
obraz. Téchto okulard mozno
vSak i pFfi achromatickych ob-
jektivech pouziti. Do obchodu
pfichdzeji pod znackami 2, 4,
6, 8 12, 18, kterymZto Cislem
jest zaroven vyjadfeno vlastni
zvétSeni dotyéného okularu.
Znédme-li vlastni zvétSeni ob-
jektivu (dle tabulek zvétSeni),
vypocteme lehce zvétSeni do-
tyéného systému u mikroskopu;
na pf. Reichertiv apochromat Obr. 22.
suchy 3mm ma vlastni zvétseni
85, s kompensacnim okularem 4 da zvétSeni 85 X 4 = 340.
Pro pradce mikrofotografické doporuCuje se pouZziti
okuldru periplanatického, ktery méa tu vyhodu,
Zze poskytuje Sirokého a hlavné naprosto rovného zor-
ného pole. Tyto okulary jsou podobné stavény jako cku-
lary Huygenské, ale o€ni CoCka sestdva ze dvou cocek,
jedné negativni, ze skla flintového, a jedné positivni ¢ocky
ze skla korunového. PouZiva se jich pfi silnéjSich objekti-
vech jak achro-, tak i apochromatickych.

"
-~
o
-
»
-

Projekéni a mikrofotografické objektivy a okulary.

Vedle uvedenych objektivi a okularl vyrabgji se
jesté specielni t. zv. projekéni objektivy, a to od 25 az
do 75 mm ohniskové vzdalenosti, dale pak okuléry pro-
jekéni €. 2 a 4. Téchto objektivi a okularl pouziva se
hlavné p¥i mikroskopickych projekcich a pfi fotografovani
z mikroskopu, le€ mozno jich téZz pouziti pfi obycejném
mikroskopovani. Pro rdzna badéani sestaveny jsou jesté
jiné druhy okulard, jako spektralni, polarisaéni, mikro-
metricky, goniometricky, stereoskopicky atd. Dale jsou
sestaveny okulary, které davaji pfimy obraz, pfevrati totiz
obraz objektivem v mikroskopu povstaly.
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Objektivy*

Kazdy objektiv sestava z jedné nebo z nékolika rlizné
zakfivenych ¢&ocek z rlzného druhu skla zhotovenych;
mluvime o systému objektivi. PFi kazdém objektivujest
na jeho dolnim konci ¢oCka s nejkrat3i ohniskovou vzda-
lenosti, kterou nazyvame ,CoCkou Celnou# neboli ,,pfed-
ni4< PFi hotoveni systému jest nejddlezitéjsi a hlavni
pozadavek, aby veSkeré CoCky, z nichZz objektiv jest
sloZen, byly spravné centrovany, t. j. aby osy jednotlivych
Cocek byly v jedné a téze pfimce, tudiz v optické ose
mikroskopu.

PFi objektivu zalezi hlavné na tom, aby daval co
mozna svétly achromaticky obraz, pfi ¢emZ musi byti
vylouCena i vada sféricka.

L > 3
v
&
.

R

Obr. 24* Obr* 25,

Objektivy jsou rlzné stavény a uvadény pod rdz-
nymi nazvy, ato: ,achromatické, apochromatické a tvrdé
apochromatické systémy# Systémy achromatické sesta-
vaji z CoCek, které jsou vyrdbény ze skla silikdtového,
flintového a barytkorunového.

U objektivd t. zv. ,tvrdych apochroméati4 pouziva
se vedle kombinace Cocek ze skla barytkorunového a flinto-
vého jeSté z kazivce. Objektiv apochromaticky ma 1 az
3 CoCky zhotovené z kazivce, ostatni skelné.

1. Achroméaty. Tyto jsou slozeny z coCek zhotove-
nych z obyc€ejného skla korunového a flintového; jsou
naprosto stalé, nejsou poruSovany vlivy atmosférickymi a
maji vétsi ohniskovou vzdalenost (obr. 24.).

2. Apochromaty. Maji pfed achromaty tu vyhodu,
Zze kombinaci ¢ofek zhotovenych z kazivce a borsilikato-
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vého skla, které ma menSi lomivost, maji schopnost vét-
§iho sbéru a zhustovani svételnych paprskid. Zarovei onou
kombinaci odstranéna jest téméF dplné ,,chromasie” vSech
tfi barev pfi pouziti kompensaénich okularl; z té pficiny
neni radno pouZivati u apochroméatd obyéejnych okulard.
Apochromaty davaji obrazy aZz do kraji velice &isté
(obr. 25.).

3. Korrekéni objektivy. Jak zndmo, nutno pro sil
néjsi objektivy pouziti krycich skélek uréité tloustky.
XJzije-li se skélek tlustSich, mozno této vadé odpomoci
korrekénimi objektivy. Tyto jsou sestaveny tak, Ze pfedni
Cast €oéek jest pevné montovana na zevni objimce, druha
¢ast uloZzena jest ve vnitfni otaéivé objimce, kterou mozno
korrek€nim kruhem k pfedni Casti pfibliziti neb oddaliti.
Na kruhu jsou uvedena Cisla, kterd odpovidaji setindm
milimetru, a tu mozno kruh zastavili na tlouStku kryciho
skélka. Ivorrekce jest mozna v rozpéti 0*10—0*20 mm
(obr. 26.).

Objektivy oznaceny jsou bud jako suché nebo im-
mersni (ponorné); immerse rozezndvame vodni a homo-
genni (olejové). Ma&me-li pracovali immersnim systémem,
jest nutno mezi preparat a objektiv vsunouti bud kapku
vody (pfi immersi vodni) nebo kapku oleje pfi homo-
genni.

PF¥i homogenni immersi jest velice dllezito, aby po-
uzivano bylo toho oleje, ktery doty€na firma pro objektiv
dodala, nebot zalezi velice mnoho na lomu svétla v tom
kterém oleji, a tento lom ma vzdy odpovidati dotycné
konstrukci immersniho objektivu.

Objektivy rGiznych firem jsou téZ rlizné znaeny. Tak
na pf. firma Reichert zna¢i achromatické, suché objek-
tivy Cislicemi od 0 az do 9, vodni immersi 10, homogenni
immerse 16—19. R{znosti ve stavbé stejnych objektivd
jsou vyznaCeny kromé Ccislice jeSté pismenou, na pf. 4,
4b, 4c. Pismenou opatfené objektivy maji vétsi vzdale-
nost ohniskovou.

Apochromatické systémy jsou oznaceny Cislem vy-
jadFfujicim vzdalenost ohniska, na pf. 16 mm, 3 mm, homo-
genni immerse 2 mm. Vedle tohoto ozna€eni nalezneme
jesté znacku +, na pf. homogenni immerse 1-5+ + +,
to znamend, Ze v kombinaci tohoto objektivu se nalézaji
tfi CoCky z kazivce.
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Firma Zeiss v Jenné znaci achromatické objektivy
pismcnami a, A, AA, B, C, 1), E, F, homogenni immersi

pak zlomkem —

Apochromatické objektivy znaci se cislicemi, které
zaroven udavaji vzdalenost ohniska. Suché objektivy: 16,
8, 4, 3, vodni immerse 2-5, hommogenni immerse 3, 2, 1*5.
Sila zvétSeni jest dana vySkou cisla (Reichert), po pfi-
padé mistem pismeny v abecedé (Zeiss).

Mensi znaCka (Cislo) objektivu udava nam objektiv
mens§iho zvétSeni, na pf. 1 jest zvétSeni slabé, 4—5 pro-
stfedni, 8 silné zvétSeni.

Vedle uvedenych objektivi immersnich nalezneme
jeSté objektivni systémy, t. zv. ,,Semiapochromaty“; rozdil
od ,,Apochromatického* objektivu zalezi v tom, Ze ves-
keré e€ocCky, ze kterych objektiv jest slozen, jsou brou-
Seny ze skla, a to kombinace silikatového, flintového a
barytového, nenf tudiz 24dné ¢oCky z kazivce. Tyto objek-
tivy staCi Uplné pro bakteriologické a obyCejné histologické
vySetfovani a téméf se vyrovnaji apochromatickému ob-
jektivu; pouze pfi nejjemn¢jSich zkouSkdch mozno pfi
nich dokazati nepatrnou chromasii. Oproti poSkozeni vnéj-
§im vlivem jsou mnohem resistentnéjSi neZ apochromaéty

Kazdy mikroskop musi byti zafizen tak, aby 1. zorné
pole bylo co moZno nejsvétlejsi i pfi silném zvétSeni.
2. Zorné pole musi byti GupIné rovné; jak stfed, tak iokraj
obrazu pozorovaného pfedmétu musi byti pfi témZe za-
staveni stejné jasny a ostry. 3. Zorné pole musi byti
Uplné bdé, bez barevnych okrajl, t. j. ¢ocky musi byti
achromatické. U starSich, neb Spatné stavénych mikro-
skopl nalézame obycejné vSechny tfi hlavni chyby, které
jsme pravé uvedli.

Jest nutno s mikroskopem zachéazeti velice opatrné;
chranime jej pokud moZzno nejvice pfed prachem, bud tak,
Ze jej ukladame pod sklenény zvon, nebo po skonceném
vySetfovani do skfinky. Mikroskop nesmime stavéti na
slunné misto, jelikoZ od zrcadla odrazené paprsky objek-
tivem prochazejici mohly by lehce svym teplem rozpustiti
tmel, kterym ¢oCky navzéajem jsou spojeny, ¢imZ objektiv
stane se nepotfebnym. Neopatrnym pfendSenim mikro-
skopu z mista na misto se velice ¢asto a snadno porusi
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jemné mikrometrické posunovaci zafizeni (obr. 27., 28.).
Mikroskop pFi pfenaSeni nesmime nikdy uchopiti v mi-
stech zafizeni, jelikoZ celd vaha téZzkého podstavce mikro-
skopu se tak pfenasi na jemné zavity Sroubu posunova-
ciho, ktery se tim kazi. Pro bezpecné pfendSeni zhotovuji
se mikroskopy s drzadlem (obr. 17.).

Obr. 27. Spravné pFenaseni drobno- Obr. 28. Nespravné noSeni drobno-
hledu. hledu.

Pomocné pfristroje pfi drobnohledu.

Nékterd vySetfeni mikroskopickd mohou se jen za
urcité teploty provadéti. Pfedmét, ktery se ma studovati,
musi miti po celou dobu vySetfovani stejnou teplotu.
Proto byly zafizeny rlzné pfistroje; v prvni fadé to byl
t. zv. vytapéci stolek podlozni. PFistroj ten jest tak za-
fizen, Ze na podlozni stolek mikroskopu pFipevni se jiny,
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duty stolek, ve kterém jest umisténa po celé ploSe stolku
kovova, spiralovité vedena rourka, jejiz konce pFesahuji

Obr. 30.

na stranach stolku (obr. 20.). Jeden konec rourky spoji
se s rourou gumovou, kterd se ponofi do nadobky ve vysi
mikroskopu umisténé, ktera )
naplnéna jest vodou na urcity
stupen ohfivanou (obr. 30.).
Rourkou protékajici tepla
voda ohfiva stolek, ktery jest
opatfen teplomérem, a vytéka
na druhém konci rourky. Pfi-
tok a odtok vody déa se jedno-
duchymisvorkamiregulovali.
Komplikovanéjsi, napro-
sto stejnou teplotu chovajici
jest t. zv. ,tepelna skfifi mi-
kroskopick&d46 Je to kovova
skfinka o dvojitych sténach;
pfedni sténa jest sklenéna.
Mezi sténami jest voda, ktera
se na dné nadoby plynovym
hofdkem zahfiva. Skfinka ta
je tak upravena, Ze moZno
do nivsunouti cely mikroskop,
pouze éasttubusu sokuldrem
a mikrometricky Sroub vy-
¢niva na horni strané skfinky
(obr. 31)). V tomto pfipadé
zahFiva se cely mikroskop na obr. 31.
R cjsck, Mikroskopicka technika. 3
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ur€itou teplotu, kterou mozno na teploméru ode€isti. Aby
skfinka chovala stale stejnou teplotu, jest hofak opatfen
pfistrojem k regulovani pfitoku plynu.

Podobné, jako skfin tepelnd, zafizena jest skfin stu-
dena, kterd umoZfiuje v teplé laboratofi vySetfovani
v chladu, pod bodem mrazu az — 10° C. Ve skfince jest
uloZzen mikroskop a mezi dvojitymi sténami skfinky ulo-
Zena jest vrstva ledu, nebo smés salmiaku a ledu. Zafizeni
tohoto pouziva se jen ve specielnich pFipadech a ne-
mozno tudiZz o ném blize se zminovati. Tepelného zafi-
zeni uziva se hlavné v bakteriologii a biologii, stude-
ného zafizeni v chemii a botanice.

Ultramikroskop
(dle Siedentopfa a Zsigmondy).

Pod timto ndzvem vyrozumivame urCité osvétlovaci
zafizeni k obycejnému mikroskopu, kterym obdrzime kon-
trastni osvétleni i téch nejmensich t. zv. ultramikrosko-
pickych ¢astic (pod 1 fi). Nejde tudiz o néjaké zlepSeni
systému CocCek, nybrZz o urcité osvétleni.

Nejlépe pochopime princip ,,ultramikroskopu“, pfed-
stavime-li si znamy jev, ktery pozorujeme v zatmélé mist-
nosti, do které vnikd malym otvorem nebo Uzkou Stérbi-
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nou prudké sluneéni svétlo. Tu ve svételném pruhu objevi
se nescislné mnozstvi malych C¢éasteCek plovoucich ve
vzduchu, kterych pfi svétle rozptyleném nikdy nepo-
stfehneme. Tyto malé castecky se pozorovateli jevi jako
svitici body v pohybu. Pravé tak se déje v ultramikro-
skopu. Pomoci Cocek, spojek a silného umeélého osvétleni
(obloukové lampy) dociluje se intensivniho svételného ku-
Zele, kterym se osvétluje zkoumany pfedmét. V kolloidal-
nicli roztocich vidime skute¢né deSticky, na pfF. zlata,
plovouci v tekuting.

Obr. 33. Obr. 34.

Pfedmét pozorovany nejevi se ve svém pdvodnim
tvaru, nybrZ jen jako svitici bod nebo deSticka ve tmavém
poli (obr. 32.). Toto zafizeni jest velice komplikované a
proto velice drahé, takZze jest téméf nemoZzno pouZiti je
pfi bézném vySetfovani, aékoliv toto pozorovani jest ve-
lice dllezité pro zkoumani biologické, bakteriologické
atd. Z téch dlvod0 sestaven byl na témzZe principu kon-
trastniho osvétleni jiny pfFistroj, t. zv.

pfistroj k osvétleni v tmavém poli.

Jest zafizen jednak ve tvaru ploténkovém, ktery
mozno pfipevniti na stolek mikroskopu, nebo ve tvaru
kondensoru, ktery se vsune do mikroskopu na misto kon-
densoru Abbéova. Fa. Reichertova vyrabi t. zv. zrcadlovy
kondensor, fa. Zeissova kondensor parabolloidovy. Pochod
svételnych paprskd (obr. 33.) v zrcadlovém kondensoru
jest znazornén na pfilozeném obrazku. Kondensor sestava

3*
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z konvexni Cocky, kterd jest na horni i dolni strané do
plochy sbrouSena, a ostatni zakFivena cast jest kryta stfi-
brnou vrstvou. Na dolni ploSe CoCky jest uloZeno ploché
stinitko, které vylou¢i v3echny paprsky stfedem CoCky
prochazejici. Paprsek svételny, dopadajici na zrcadlovou
plochu ¢ocky, se odrazi zpcCt na jeji dolni plochu, od této
se opCt odrazi, dopada na kryci skélko, kde se lomi a
mine UplIné objektiv. Ponékud méné Sikmo dopadajici pa-
prsky na kryci skélko lamou se na Castice v preparatu,
ohybaji se na téchto a jsou pozorovatelem vnimény.

Jak na pfilozeném obrazku (obr. 34.) mozno vid¢ti,
uloZena jest jes$té u nékterych ploténkovych pfistroji ota-
Cejici se plotna s rlznymi stinitky a jednou konvexni
C¢oCkou, kterou mozno dociliti okamzité obyCejného osvét-
leni a mozno se pfi tom pFesvédcCiti, jde-li skute¢né o Utvar
ultramikroskopicky, kterého v obyCejném osvétleni nepo-
stfehneme.

PFistroje k mikroskopickému kresleni.

Pfedem nutno uvésti, Ze veSkerymi t. zv. kreslicimi
pfistroji jest mozno jen v hrubych rysech kresliti kon-
tury, bud celych preparati, nebo pfi silnéjsim zvétseni
jednotlivych elementl. Vlastni kresba musi se provésti
ovSem bez pfistroje za ustavicné kontroly prepardtu. PFi-
strojem obdrzime pouze vykres konturovy s naprosto
spravnymi zevnimi formami a vzajemnymi polohami i ve-
likostmi jednotlivych utvard, coZz jest velikou vyhodou
proti kresleni z volné ruky, kde jen nacvi€ené oko v od-
méfrovani velikosti a vzajemné polohy jednotlivych Gtvar(
mlzZe kresby provadéti.

Kreslici pFistroje maji velkou duleZitost pfi vySetfo-
vani, kde nutno provadéti projekce rdiznych Gtvard, hlav-
né pfi vySetfovani a badani embryologickém, nebo tam,
kde zhotovuji se modely (na pf. dle methody Bornovy,
0 které se zminujeme na pfFislusném misté).

VesSkeré pristroje ke kresleni jsou vlastné ,,Camera
lucida“. Zakladaji se na kombinaci prismatickych skel,
kter4d jsou nad okuldrem umisténa, a ldamou svételné pa-
prsky z mikroskopu vychazejici na kreslici desku. Nej-
starSi pfistroj je t. zv. komora Oberhauserova, ktera
sklada se ze dvou v pravém Uhlu na sobé stojicich ramen.
Krat§i rameno vsune se na misto okuldru. V ohybu jest
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upevnéno prisma, jez lame paprsky do jiného prismatu,
na konci vodorovného ramene umisténého, které je tak
postaveno, Ze paprsky lame kolmo doll, &imZ povstane
na stole vedle mikroskopu realni obraz preparatu. PF¥i-
stroje toho se nyni malo pouziva pro velikou ztratu svétla
pfi prochéazeni hranoly. Obraz pfi silnéjSim zvétSeni vznikly
jest velice slabé osvétlen.

Této vadé svételné bylo GpIné odpomozeno nové kon-
struovanym pfistrojem, Kktery dle vynalezce nazyvéa se
,novy kreslici pfistroj Abbedv“. Komora tato sestava
z jednoho hranolu, ktery je tak umistén, Ze pfipevnénim
pfistroje kruhem a svorkami na horni éast tubusu nachdazi

Obr. 35.

se pfimo nad okularem (obr. 35.). Na kruhu pfipevno-
vacim jest delS§i rameno, na jehoZz konci umisténo jest
zrcatko, které mozno posunovati. Zrcadlo jest naklonéno
pod Uhlem 15° proti vidmé ose mikroskopu a pod nim
vedle mikroskopu umisténa jest deska, kterd slouzi za
podklad, na kterém kreslime. Kreslime-li timto pfistrojem,
divime se do okuldru, vidime desku i s tuzkou v zorném
poli preparatu, takZze mozno jednotlivé jeho dtvary po
jejich konturach obkresliti.

Timto pfistrojem neobdrzime redlniho obrazu, jako
pfi komofe Oberhauserové. Deska, na které kreslime, ne-
smi byti poloZena vodorovné, nybrz musi byti naklonéna
pod Ghlem 30°. Sklon desky mozno nejlépe zkusmo na-
lézti tak, Ze desku stolku naklonime as v Ghlu 30° na
pfistroji naklonime zrcatko tak, aby stupnice u zrcatka
ukazovala 0°. Nyni postavime na naklonénou plochu
stolku tuzku nebo pravouhly trojuhelnik tak, aby stal
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kolmo ku ploSe stolku, a divame se do mikroskopu. Je-li
deska stolku naklonéna spravné, tu objevi se nam na pfF.
u tuzky v zorném poli jen jeji konce; neni-li spravné na-
klonéna, vidime tuzku po celé jeji délce; v tom prFipadé
klonime desku tak dlouho, az se nam objevi pouze konec
tuzky. Kreslime-li na desku, kterd leZzi vodorovné, obdr-
Zime obraz zkresleny a to tak, ze kreslime-li na pF. étve-
ree, obdrzime obdéInik; obraz se smérem od mikroskopu
napravo protahuje.

Naklonény stolek jest mozno velice lehce si pofiditi.
Ridzné firmy dodavaji stolky ke kresleni, které jsou kom-

Obr. 30.

plikované (obr. 36.). Desku u tohoto stolku moZno dle
potfeby rlzné skloniti a zarovei mozno cely mikroskop
i s deskou rlizné naklonili; na tomto stolku jest kreslenf
velice pohodIné. Pfistrojem Abbéovym mizeme krcs-
liti konturu bud pravé tak velikou, jako se jevi v mikro-
skopu, nebo ji mdzZeme zmenSili, po pfipadé i zvétsiti.
Hodlame-li kreslili v pFfirozené velikosti obrazu, totiz tak,
jak se jevi pod mikroskopem, nutno stolek tak sestaviti,
aby jeho pfedni hrana byla ve stejné vySi se stolkem
mikroskopu. Mame-li obraz zmensSiti, tu postavime kreslici
desku vySe, nez uloZzen je stolek mikroskopu, mame-li
obraz zvétSiti, musi deska byti nize umisténa.

PFi projekci mnohdy shledame, hlavné pfi slabém
zvétSeni, Ze rysovadla neni na desce ke kresleni vidéti;
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v takovém pfFipadé nutno svétlo v mikroskopu zatemniti,
éehoz docilime bud vloZzenim modrého neb hnédého skla,
které jiz jest pfi komofe Abbéové, nebo tim, Ze postavime
pfed zrcadlo mikroskopu sklenénou desku barvy modré
nebo hnédé. Nestaéi-li ani toto zatemnéni, naklonime po-
nékud zrcadlo mikroskopu, osvétlujici preparat. Kresleni
Abbéovou komorou vyZzaduje dosti cviku a pevné ruky,
mame-li zhotoviti pfesné obrazy. — Komorou touto mozno
pfesné zmériti zvétSeni, pfi kterém bvla kresha provedena,
a to tim zplsobem, Ze po nakresleni preparatu tento
s mikroskopu sejmeme a na misto ného pfi témzZe uspo-
Fadani divdme se na mikrometr (viz niZe!), ktery vlozime
pod objektiv; zvétsené dilky
mikrometru projekéni komo-
rou preneseme si na kreslici
desku, kde je zaneseme. Tak
miZeme pohodlng a pFesné
odméfiti zvétSeni obrazu. Na-
kreslime-li si délku jednoho,
neb vice dilkl, jak se nam pod
mikroskopem jevi, a méfi-li
jeden takovy dilek, ktery na
mikrometru odpovida Viomm,
pfi pouZziti uréitého objektivu
a okularu 1 em, vidime, Ze
jest skuteéné zvétSeni jako
01 :10 &ili 1:100.

Tim zplsobem jest mozno
provésti méfeni mikroskopic-
kych elementl vidbec, nema-
me-li po ruce pfistroje méfi-
¢iho.

Edingerlv pfistroj ke kresleni p¥i slabém zvétseni
(obr. 37.).

PFistroj tento jest vlastné projekéni aparat, kde inten-
sivni zdroj svétla prostupuje preparatem, pod kterym jest
umisténa lupa, kterou se promitnuty obraz preparatu
zveétSuje a zvétSeny obraz dopadd na papir, kde mozno
kontury obrazu obkresliti. Lupy maji rGznou délku ohnis-
kovou, éimzZz se dociluje silnéjsiho neb slabsiho zvétSeni.

Tento pFistroj jest zaroven upraven tak, Ze pod lupou
jest fotograficka komora, kde namisto papiru, na némz
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se ma kreslili, umisténa jest fotografickd deska, takze se
miZe obraz fotografovati.

Ackoliv se zda zafizeni tohoto pfFistroje dosti pohodlIné,
ma pfece jen pFiliS mnoho vad, neZz aby mohl byti zvIasté
doporu€en. Odbornik v mikrofotografii Dr. Neuhaus sam
pravi o tomto pfistroji, ze vedle sférickych vad kazdé
lupy mé je$té mnoho vad jinych, jako na pF. Spatnou
stabilitu a j. v., takZe nem(zZe p¥istroj ten k fotografovani

Obr. 38.

doporucili. Co se tyCe kresleni, tu jest mnohem lepSi po-
mdckou preparaéni mikroskop se zafizénim Abbéova kres-
liciho pfistroje, jde-li o slaba zvétSeni (obr. 38.).

Pfesné méveni mikroskopickych elementd.

Na pfesné méfeni pofizeny jsou t. zv. mikrometry,
a to mikrometr objektivni a okularni.

Objektivni mikrometr jest sestaven tak, Ze 1 mm
rozdélen jest na 100 dilkd, u okularniho jest 1 mm roz-
délen iia 10 dilkG. Mame-li méfiti rGzné elementy, musime
znati hodnotu 1 dilku v okuldrnim mikrometru. Po¢iname
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si pak nasledovné: Objektivni mikrometr zastavime a di-
vame se nafi pfi urCitém zvétSeni. Okuldrni mikrometr,
ktery jest mezi ob&ma CoCkami okularu, postavime tak,
aby se dilky objektivniho mikrometru kryly s dilky mikro-
metru okularniho. Nyni pocitame, kolik dilkl objektiv-
niho mikrometru odpovida 1 dilku v okulédru. Na pf. 1
dilek v okularu rovna se 5 dilkdm v objektivu; tu vidime,
Zze pro urCité zvctSeni skutec¢na hodnota 1 dilku okuléar-
niho rovna se 0 05 mm; pro jiné zvétSeni vidime, Ze 1 dilek
horni rovna se 1 dilku dolnimu a tu pravime, Ze pro ono
zvctSeni jest skute€na hodnota dilku okularniho 0 01 mm,
je-li objektivni 1 mm délen na 100. Mozno jednou provzdy
pfi vlastnim mikroskopu sestaviti si tabulku skutecnych
hodnot 1 dilku okularniho pro rdzné systémy objektivd
dotyéného drobnohledu. Zastavime-li si néjaky preparat
a hodlame-li méfiti na pf. délku néjaké bunky pFi urCitém
objektivu a nalezueme-1li, Zze délka bunky odpovida jed-
nomu dilku okuldrniho mikrometru, tu, zname-li skutec-
nou hodnotu tohoto, jednoho dilku pfi daném objektivu,
vypocteme lehce délku oné buriky.

Pro apochromatické objektivy s kompensacnimi oku-
lary & 6 jest pofizen mikrometr tim zplsobem, Ze pro
kazdy objektiv odpovida hodnota jednoho dilku tolika
mikrondm (0*001 mm)9 kolik milimetrld ¢itd vzdalenost
ohniska doty¢ného objektivu; na pf. pfi objektivu 16 mm
rovna se jeden dilek okularu 16 pfi obj. 3*0 mm =
1 dilek 3 fi atd.

RGzné firmy vyrabéji rozlicné sestavené a dosti kom-
plikované pfistroje k méfeni; nejspravnéjsi methodou zd-
stane vzdy ta, kde pro kazdy objektiv pfi rGzném vyta-
Zeni tubusu vynajde se hodnota jednoho dilku v okularu.

Polarisacni pfFistroj.

Zfidka kdy je tfeba; aby vySetfeni histologické v bio-
logii, zoologii atd. délo se v polarisovaném svétle (vySetfo-
vani v oboru mineralogickém se ovSem bez pfistroje ta-
kového neobejde), procez zmifujeme se jen docela stru¢né,
7e k rliznym stativim dodavaji firmy dva druhy polari-
sanich pfistroji, a to pro stativy malé a velké.

Iv polarisaénimu pFistroji pfinalezi jeden polarisator,
jeden analysator a kolekce sadrovych a slidovych plo-
tének, které se rdzni svym sestavenim pro rlizné mikro-
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skopy. Pfi praci zastavime pod objektiv analvséator a po-
larisator otoCime tak, Ze pFi pohledu do okuldru se zorné
pole Uplné zatemni; potom vloZzime preparat na mikro-
skopicky stolek a prohlizime jej polarisatorem. Tak objevi
se nam preparat ve svétle polarisovaném (svalstvo, chru-

pavka, kost atd.).

Znamkovaci prFistroj.

Mnohdy jest nutno, hlavné pfi velkém zvétSeni homo-
genni immersi, poznagiti si ur€ité misto v preparate k opét-
némunalezeni  azastaveni téhoz. K tomu ucCelu slouZi
zvlastnipfFistroje znaCkovaci. Na obr.39. jest znazornén
pfistroj ve tvaru objektivu, na jehoz
dolnim konci jest umistén jemny dé-
mantovy hrot. Hrot Sp. jest ponékud
excentricky ulozen. DeStiCkou Sr.mozno
hrot otaCeti kolem osy. VlozZzime-li tento
pfistroj na misto ¢oCky (objektivu),
kterym jsme urcité misto vyhledali, a
otoéime-li deStickou,vyryje hrot déman-
tu, ktery jest pruznym pérem tlacen ke
krycimu skélku, na tomto krouzek, ¢imz
misto oznaceno.

Velice jednodu$e mulzZzeme si po-
znaditi uréité misto timto zplsobem:

obr. 39. Sklopime mikroskop o 90°, takZe hle-
dime do irisového stinitka v Ahbéoveé
kondensoru zespoda umisténého. Zatdhneme-li irisové

stinitko az na maly otvor, a pérem, tusi oznacime na
spodni strané skélka otvor stinitka, po pfipadé objedeme
diamantem ku psani otvirek ve stinitku a vyryjeme
krouZzek na skle.



I1l1. Histologické nastroje a tekutiny pro mikro-
skopickd pozorovani.

Néstroje pro histologické vySetFovani.

Specielnich nastrojd pro mikroskopické prace jest ve-
lice malo. Veskerych nastrojl, kterych se pouziva pfi pra-
cich anatomickych, pouzijeme i u praci histologickych.

V prvni fadé jde o rdzné velké skalpelly, o vétsi a
mens$i nlzky ohnuté a rovné, dale pincetty hladké a zoub-
kované. Jsou to vesmeés nastroje preparaéni. Pro fezani
z volné ruky pouzivd se rovného, t. zv. Toldtova noZe.
Stejné Fezy mozno zhotoviti téZ obycejnou bfitvou. Chce-
me-li narychlo zhotoviti fez z Cerstvého organu, pouzijeme
dvojitého noZze Klebsova. Nz ten sklada se ze dvou pa-
ralleIn¢ postavenych Zelizek, které mozno Sroubky k sob¢
pribliZili, neb oddalili. Pracujeme-li timto noZem, tu nutno
jej rychle zaseknouti do néjakého orgdnu a tazmo pro-
jeti; tak zdstane mezi obéma noZi vézeti skrojek organu,
ktery rozevienim Zelizek z noZe odstranime a uloZime do
fysiologického roztoku. (NoZe toho se jiZ neuziva, fezy
podobné zhotovuji se nyni mrznutim, jak nize uvadime.)

Preparaéni jehly, kterych se v histologii ne-
ustale pouzivad, mozno si jednoduchym zpidsobem zhoto-
viti tak, Ze obycCejné hrubsi jehly k Siti zasadime do dfe-
véného drzatka. Jinak pfichazi v obchodé velice mnoho
riznych drzadel, do kterych mozno jehlu zasadili a upev-
nili. Jehel preparacnich upotfebime pfi trhani (cupovéani)
preparatd, dale pfenasime jehlou fezy do rdznych tekutin,
jako barev, oleje atd.

Do nékterych tekutin nesmime ponofiti jehlu kovo-
vou, na pF. do kyselin (osmicelé atd.), do roztoku chloridu
zlatnatého, do roztoku dusi¢nanu stfibrnatého atd., po-
névadz by se tekutiny oxydaci rychle kazily. V tom pfi-
padé pouzivame jehel, které si zhotovime tim zplsobem,
Ze rozzhavime na plynovém nebo lihovém hofaku skle-
nénou tycinku a rychle protdhneme ji do tloustky, jaké
si pfejeme. Jehly sklenéné jsou velice praktické a levné.
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K témuZz ucéelu,upotiebi se téZ velice €asto jehel z ostnd
jezka, které si vsadime do dfevéné tyCinky; téchto jehel
mozno vZdy pouZiti.

Lopaticky neb IZicky histologicke.

Tyto lopatiéky (obr. 40.) jsou kovové, v rlznych veli-
kostech a slouzi k pFenaseni fezd z jedné tekutiny do
druhé. Ponofime lopaticku do tekutiny, ve které se fezy
nachazeji, jehlou pfivedeme fez opatrné na lZicku a pfFi-

drzime ho na jejim hornim okraji; pak vy-
zvedneme lopatiCku z tekutiny a nakloné-
nim zbyvajici tekutinu odstranime. Mozno

téZz pouziti lopaticek, které jsou dirkované,

takZe tekutinu nemusime teprve nahnutim

I1Zicky odstraniti, avSak jemné fFezy se
snadno poSkodi, jelikoZ jsou odtékajici
tekutinou vtahovany do otvlrkUl v lopatce,

Itcz na lopatce pfeneseme do jiné tekutiny

\ nebo barvy. Touto lopatkou pfFenaSime
|~ rovnéz zbarvené a olejem prosycené Fezy
oy na podlozni skélko a to tim zplsobem,
Ze polozime pfedni hranu I1Zicky na sklo,

jehlou pak opatrné fez na skélko stah-

Obr. 40. IICme-

Sklenéné nadobky k mikroskopovani.

Velice Gc€elnad jsou hodinova sklicka v rbznych veli-
kostech, do kterych se ukladaji fezy k barveni. Déle jest
zapotfebi nékolik vétSich sklenénych nadobek, t. zv. pta-
Cich skel, a sklenénych misek, které maji zabrouSené
poklopy a chrani tekutiny pfed zneCisténim od prachu,
vyschnutim atd.

Pro mnohé prace jest zapotfebi téz vétSich sklené-
nych misek (Petriho), jejichZz velikost zavisi na druhu
prace. Na méfeni rlznych tekutin upotfebi se zndmych
graduovanych sklenénych valcd.

Na odssavani neb prikapovani tekutin pouZziva se
sklenénych kapatek, které maji gumové nésadce, t. zv.
pipetty. PfFi filtrovani tekutin, barev atd. pouzivd se
sklenénych nélevek rlznych velikosti. RovnéZ nutno miti
v zasobé nékolik sklenénych zkoumavek, kterych velice
Casto upotfebime.
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Tekutiny, barvy atd. uchovavaji se v lahvickach se
sklenénou zatkou, které nutno opatfiti spravnou signa-
turou. Vedkeré latky, kterych upotfebime pfi mikrosko-
povani, musi byti naprosto €isté a nutno pilné hledcti
k tomu, aby se prachem neznecistily. Barvy k barveni
preparatl jest nutno pfed pouzitim vzdy filtrovati.

Tekutiny na mikroskopicka pozorovani.

K mikroskopovani nutno miti vzdy po ruce nékteré
tekutiny a latky, kterych upotfebime pFi vySetfovani
Cerstvych preparatd. Jsou to t. zv. ,tekutiny k pozoro-
vani4

Fysiologicky roztok jestroztok kuchynské
soli 0-8 g na 100 g destilované vody. V tomto roztoku
pozorujeme prepardty zhotovené z Cerstvého materialu
bud trhanim jehlou, nebo Ffezem. V tomto roztoku prohli-
Zime rovnéz rdzné natazené prdsvitné blanky, jako me-
senterium, omentum atd.

Kyselina octovéa. Pfipravi se smés kyseliny
octové ledové 1 g na 100 g destilované vody. Pfidanim
kapky rozfedéné kyseliny octové vystoupi v Cerstvém
preparaté pod mikroskopem velice zfetelné jadra bunécng,
vlakna vazivova a j.

Glycerin. V jedné lahvicce glycerin Cisty, v jiné
smés glycerinu s vodou ve stejnych dilech. Této smési
pouziva se pfi zkoumani preparatd po utvrzeni zhoto-
venych.
sc preparat, aniz se trvale uschova. Iv témto tekutindm
pfinalezi jeSté Cerstva komorova voda z oka zvife-
ciho, kterou obdrZzime rozfiznutim rohovky oka volského
nebo prase¢iho. Z pfedni komory vyteCe Cird tekutina, ve
které mozZzno vySetfovati Cerstvé prepardty. Umelé
sérum jodové pfipravimc si takto:

Voda dest. 135 ccm
Vajecny bilck 159
NaCl * 0-2¢g

Smés filtrujeme a k filtratu pfidame 3 ccm 10% jo-
dové tinktury. Tim povstane sraZenina, kterou nutno
znova filtrovati (nejlépe pfes pfedené sklo).
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Jodové serun prfirozené jest amniova te-
kutina zvifeciho embrya smiSena s jodovou tinkturou;
povstane rovnéz srazenina, kterou filtrovanim odstranime.

Prosvétlujici latky.

Olej origansky nesmi rozpouStéti celloidin, ve
kterém jsou preparaty zality. Odbarvuje ponékud bar-
viva dehtova.

Olej bergamottovy nerozpousti celloidin a
neodbarvuje preparaty zbarvené dehtovymi barvivy.

Olej hfebiékovy rozpousti celloidin, nemozno
ho tudiz pouZiti pro fezy celloidinové, leé bychom hodlali
celloidin odstraniti. Preparaty, které byly dehtovymi bar-
vivy zbarveny, odbarvuje.

X ylo1l hodi se pro preparaty jak v celloidinu, tak
i paraffinu zalité; celloidinové fezy vSak se silné svraStuji.

Smési xylolu a anilinového oleje, jakoZ
i xylolu a kyseliny karbolové, pouZziva se jen v ur€itych
pfipadech, na které bude v daldim pouk&zéno.

Kofler (zZ f. M. Bd. 37, 1920) uzavira preparaty
drog do tekutiny:

Natr. salicylicum 10 g
Aqua destil. 15 cc
Kreos. liquefact. 509

Tekutina tato ma velice mohutnou
schopnost prosvétlovaci a pone-
chéva veskeré dtvary, membrany
bunék atd. beze zmén.

3169

Obr. 41, Sklencne nadobky na Latky k ukladani preparatd
anadsky balsam. . 2o
pro trvalé uschovani.

Pro trvalé uschovani vkladaji se Fezy vétSinou do
pryskyftice, nékdy téz do glycerinu, nebo do smési glyce-
rinu a gelatiny.

1. Kanadsky balsd&m. Tohoto balsamu po-
uziviame obycejné tak, jak jej v obchodé obdrzime; je-li
pFili§ husty, rozpusti se pFidanim chloroformu, xylolu
nebo benzolu (obr. 41.).

2. Damarska pryskyfice. Damarskou prys-
kyfici v praSku rozpustime v terpentynovém oleji s pfi-
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danim benzolu. Roztok tento nechame ustati nékolik dni,
pak jej sfiltrujeme a filtrat pomalu odpafime, az dosta-
neme svrupovitou tekutinu.

3. Kolophonium-benzol. Do benzolu dame
tolik Cistého kolophonia, kolik se rozpusti. Pak pridame
jeSté trochu benzolu, abychom obdrZzeli hustou syrupo-
vitou tekutinu.

4. Gelatiny s pfiddnim nékolika kapek fenolu
pouziva se v histologii zivoCisné velice zfidka. Velice €asto
pouziva se této smési na prepardty botanické.

Cisténi gelatiny.
Gelatina, které hodlame pouZziti bud k hotoveni pud

bakteriologickych, nebo na uzavirani preparat atd., musi
byti naprosto Cistd. Za tim uGcelem vloZzime

10 g gelatiny
do 80 ccm destilované vody.

Gelatina ve vodé zdufi, pak ji rozpustime na mirném
teple asi pfi 50—60% C. Pfipravime si Cerstvy vajetny
bilek, ze kterého vezmeme malou IZicku a pfidadme 20 ccm
destilované vody. Tento zfedény bilek pfidame do roz-
pusténé, ale ponékud vychladlé gelatiny a dobfe promi-
chame. Gelatinu s bilkem nyni vafime as po 20—30 minut,
pfi CemZz se bilek aplné srazi. KdyZz gelatina ponékud
zchladla, nutno ji filtraCnim papirem procediti. Na misto
cerstvého bilku vajecného jest mozno pouziti 0-3 g Al-
bumen ovi siccum.

V glycerinu uloZené preparaty, maji-li byti stale,
nutno obehnati rdmeckem pryskyfiénaté nebo dehtové
latky; nejcCastéji se uziva asfaltu, kterym ohradi se kryci
skélko, by tekutina nevyschla. (Ordmeékovani preparatu
v glycerinu viz str. 93.)



IV. VySetFovani za Cerstva a fixace.

VySetfovani za Cerstva.

VysSetfovani mikroskopické Fidi se povahou dotyc-
ného materidlu a provadi se velice riznym zplsobem.

Dalezité jest vySetfovani ,Cerstvého4 neb ,Zivého#
materialu, nebot skutecné jasné pfedstavy a nazoru o ele-
mentech histologickych veSkerych tkaniv moZno nabyti
pouze na Cerstvém materidlu. Velice lehce lze se pfesvéd-
Citi o tom, Ze chovani se plasmatu bunécného, jeho vzhled
atd. za Ziva nem(zeme téméF ani srovnati s Gtvary, které
obdrzime pfi vySetfovani téhoz materidlu po acinku réz-
nych tekutin ,utvrzovaeich4 1| jest mozno tvrditi, Zze
Gtvary po rdznych fixacich jsou jen jakousi ,kostrou
onéch atvard Zzivych, a kazdy, kdo vy3etfuje material
fixovany, musi miti na mysli, Ze nemé co Cinili s Gtvary
zivymi, nybrz jen s jakymisi ,,aequivalenty%onéch Gtvar(,
a najde, Ze jeden a tyz Gtvar po rlznych fixacich nabyva
rlzného vzhledu.

Chceme-li vySetfovati néjakou tkan za Cerstva, jest
nutno, abychom ji uloZili do prostfedi, které by neplso-
bilo pokud moZzno zmé&nu na elementech tkané. Za tim
Gcelem vklada se takové tkanivo do ,fysiologického roz-
toku# nebo jinych, dfive uvedenych tekutin (str. 45, 46).
V téchto tekutinach mlzZeme V3'$etfovati pouze za Cerstva,
a nedaji se takto ziskané preparaty na dlouhou dobu
uchovati. Ma-li preparat byti ponékud déle demonstrovan,
nutno jej néjakou latkou ve vodé nerozpustnou obehnati,
t. j. kolem kryciho skélka, na pf. parafinem neb hustym
ricinovym olejem objeti.

Jest vzdy nutno znéati, jakym zplGsobem moZno pre-
parat k Cerstvému vySetfovani pfizpdsobili. Chceme-li
na pf. vySetfili ¢astky svalu, tu nemozno takovy kousek
ihned pod sklicko vméstnati, nybrZz musi se nejdfive
pokud moZno na nejmensSi makroskopicky viditelné cas-
teCky jehlami rozvlakniti. Pochod pFi této praci jest
tento: Na ociSténé sklicko podlozni dame kapku fysiolo-
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gického roztoku 0-8% NaCl;do této kapky vjoZime ¢as-
teCku svaloviny a nyni dvéma silnymi Spic¢atymi jehlami
hledime vldkna od sebe oddélili. Nejdfive roztrhne se
kousek na dva dily, a to ve sméru vldken, pak pokracujeme
v dal$im trhani, az povstala tak jemna vldkcnka, Ze neni
mozno jich jiz déliti. Potom pfiloZzime ociSténé sklicko
kryci opatrné na preparat. Toto pfikryti vyZaduje delSiho
cviku, nebot proudem tekutiny, ktery povstava pfilnutim
skélka kryciho k podloznimu, odnaSeny jsou nejjemngjsi,
a tudiz nejlepSi casteCky preparatu ke strané, nebo dokonce,
je-li mnoho tekutiny, zcela vyplavou mimo kryci skélko.
Podobné si poc¢indme, hodlame-li vySetFili periferni nerv-
stvo. Castku nervu poloZime ua podlozni skélko do roz-
toku NaCl; jehlami odstranime nejprve vazivo (pcrineu-
rium) ua povrchu nervu, potom oddélujeme nervova vIak-
na, pokud je to mozno. V tomto pfipadé musime si opa-
trné pocinali, a to proto, ponévadZ isolovana nervova
vlakna jsou velice jemna a pfilnutim kryciho sklicka by
se valné poSkodila (rozmackala). Abychom se toho uva-
rovali, vkladame mezi skli¢ko kryci a podlozni Gzky prou-
Zek hedvabného papiru, nebo Glomek velice tenkého kry-
ciho skélka. Timto podkladem povstdva mezi obéma skly
dosti velkd prostora, ve které se uchréni preparét pfed
rozmackanim. Takto si po¢iname ve vSech pfipadech*, kde
jde o hutnéjsi CasteCky, ponejvice stejnorodé tkané, ua pf.
svalstvo pficné pruhované, svalstvo hladké, Slachy, va-
zivo, rlizné zlazy, Zlazovité organy atd.

PFi vySetfovani tenkych blan, na pF. mesenteria,
omenta, ligament, atd. vystfihneme kousek blany a vlo-
Zime nejdfive tuto CéasteCku do roztoku NaCl v eprou-
veté, kde ji po pfipadé volnym protfepanim ocistime od
rdzného znecisténi, jako krve a p. Poté tekutinu i s pre-
pardtem vylejeme na hodinové skélko, nebo jej vyjmeme
jehlou z cprouvetty a poloZzime na podloZzni skélko do
kapky NaCl roztoku. Na jedné strané pfichytime preparat
jehlou, a nyni jemnou a Cistou vlasovou Stétickou rozvi-
neme jej 1a ploSe skélka. Mame-li preparat rozprostfeny,
dame kapku roztoku NaCl na skélko kryci, naceZ rychle
je obratime, by kapka pFiSla na stranu spodni, a preparéat
jim pfikryjeme. Podobnym zplisobem vysetfujeme veskeré
blany, na pf. rohovku, membr. nicticans a vesica urin.
u zab, tritona, salamandra atd., kde totiz blana sama jest
dosti prGhlednou, a kde jednotlivé elementy mozno i pfi

Rejsek, Mikroskopickéa technika. 4
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silném zvétSeni studovati. Velice pouc¢nou ke studiu za
Cerstva jest rozprostfend palpebra I11. (m. nicticans) Zaby.

Pfi tomto vySetfovani tkaniv za Cerstva shledavame,
7e jadra bunécéna nejsou ve vétsiné pfipadd dosti znatelna;
aby zfejmé vystoupla, pfidavame k preparatu rozfedénou
(asi 1%) kyselinu octovou. Déje se to tak, Ze na preparat,
tésné vedle kryciho sklicka, ddme kapku zfedé&né kyseliny
octové, na opacnou stranu preparatu, az ke krycimu skélku,
pfiloZime prouZek ssaciho papiru. Tim nastane difuse a
tkanivo pfijde ve styk s kyselinou. Jest dluzno dbéti toho,
aby papirem nebyla vyssata veSkera tekutina, nybrZz jen
tolik, kolik nutno, aby preparét nevyschl.

V pfipadech, ve kterych dluzno zbarviti nékteré
Gtvary preparatd (na pf. jadra) nebo provésti urditou
reakci na tkan (jod), nebo reakci na vapno (kyselinami),
poCiname si stejné, jako u pfidavani kyseliny octové. Na
jednu stranu skélka kryciho kapneme barvivo dehtové
(mnoh& z obvyklych barviv by dala ihned sraZeninu, jako
haematoxylin a j.), na druhou stranu vloZime kousek
ssaciho papiru. Timto zplsobem moZno ovsem zbarviti
jen preparaty, které jsou trhané, cupované na malé Céas-
teCky (svalstvo, Slachy, Zlazové dutvary); preparaty bla-
nité nebarvi se tak dobfe. PFi téchto postfehneme, Ze
okraje pfijimaji velice mnoho barviva, stfed v§ak z(stava
nezbarven. Chceme-li blanité preparadty zbarviti, tu se-
jmeme kryci skélko s prepardtu a vloZime onu blanku
do barviva, které jsme si pfipravili tak, Ze jednu nebo
nékolik kapek barvy vodové ukdpneme do Saleéku s roz-
tokem NaCl. V tomto nechame blanku dle potfeby né-
kolik minut barviti, pak ji opét v eprouveté vymyjeme
a znamym zplsobem na podloznim sklicku jehlou a §té-
teCkem rozprostfeme.

K podobnému barveni hodi se nejlépe dehtova bar-
viva, a to: anilinova modf¥, anilinova violet fi (S. Mayer)
a p. (viz barvy dehtové). Velice krdsné a poucné prepa-
raty timto zplsobem zhotovené skytd vesica urin. Zaby,
tritona neb salamandra. Rozstfihneme méchy¥, ¢ast roz-
prostfeme na skélko a silné Stétcem omyvame, abychom
blanu zbavili epithelu. Potom protfepeme blanu v eprou-
veté, obarvime v Sé&lku, opét protfepeme a ocistime od
nadbyte¢né barvy, rozprostfeme 1a podloZzeném skélku a
pfikryjeme. Takto ziskame preparat, kde jsou velice krasné
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zbarveny nejrliznéjsi formy bunék vazivovych, hladké
svalstvo, nervy, cévy atd.

Zvlastniho zplsobu pouZijeme pfi vySetfovani krve*
~— krvenek barevnych — za Cerstva. Neni snad druhého
objektu, ktery by se tak rychle ve své formé meénil, jako
rudé krvenky. Neni ani moZno tak rychle pracovat.i, aby-
chom za dobu mezi vzetim éerstvé krve (vpich do prstu),
pfenesenim kapky na skélko a pfikrytim na skélko pod-
loZzni, obdrZzeli nezménéné elementy krve. Nejlépe jest pfi-
praviti si vyCiSténé skélko kryci tak, Ze po jedné strané
objedeme jeho kraje uzounkym lemem hustého oleje rici-
nového. Chceme-li pracovati s krvi Clovéci, jest nejlépe
omyti Spicku (bfiSko) prstu a desinfikovanou (opéalenou)
jehlou vbodnouti do klzZe; jakmile se ukaze mala kapka
krve, dotkneme se ji ¢istym a olejem lemovenym skélkem
a toto rychle poloZzime na skélko podlozni. Kapka na
skélku se roztdhne, neni vSak nijak stlatena, ponévadz
skélko odstdva nésledkem vlozeného rdmecku olejového
od skla podloZzniho a olej sou€asné zabrafiuje vyschnuti
tekutiny krevni. Jen timto zplsobem jest moZno po né-
jakou, ovSem jen kratkou dobu, krev vySetfovati ve stavu
pfiblizné normalnim. Nez i tu shleddme, Ze néktera mista
ukazuji rudé krvenky jiZ pozménéné.

Stejnym zplsobem nutno vyS$etfovati i krev vSech e
jinych obratlovcl. U ptak( a studenokrevnych obratlovcl
nastupuji zmény krvenek ponékud pozvolnéji. Nalezneme
velice mnoho GdajG o rliznych tekutinach, na pf. tekutina
Loviho, Periney a j., ve kterych se maji udrzeti krvenky
rudé nezménéné. Experimentalni pathologové hledéli do-
ciliti néjaké smési, ktera by byla indiferentni a nenicila
krvenek rudych. NeZ jako vSude, kde nalézdme mnoho
prostiedkd, vidime, Ze kazdy ma své vady, tak pravé
i zde mnoZstvi jmenovanych tekutin dokazuje nejlépe, Ze
zadna neni bez chyb, a Ze z(stava i nadale tekutina,
kter4d by zachovavala krvenky rudé za Cerstva beze zmén,
pouhé pium desiderium. PFfece vSak nékteré z nich zacho-
vavaji krvenky po jistou dobu dosti dobfe. Nesmi se za-
pomenouti, co znamenda vySetfovani krvenek za Cerstva,
a hlavné miti na zfeteli, Ze jde p¥i tom o néco zcela jiného,
neZ pfi vySetfovani t. zv. modernimi methodami, kde krev
se susi, konservuje, barvi atd., ale to moZno jen tam pro-
vadéti, kde nejde o skutecné krvenky nezménéné; tato
methoda (viz nize) nespada ovsem do kapitoly této.

4*



Mnohdy jde o to, abychom =z urcitého orgdnu na-
rychlo zhotovili prepardt za cerstva, ne vSak trhanim,
ani rozprostfenim; chceme miti celkovy pohled na ur€itou
¢ast organu. V tomto p¥ipadé jest nejlépe, ohnutymi ndz-
kami sestfihnouti pokud moZzno nejtensSi lamelu z orgénu;
cvik napoméahda, Ze mozno obdrZeti velice tenké platky,
které pak v indiferentni tekutiné mozno vySetfovati. Takto
pfipraveny preparat byva zvlasté na okrajich nékdy tak
tenky, Ze dovoli vySetfeni i pfi silném zvétSeni. V pfipa-
dech, kde jde o rychlou diagnosu (pfi operacich atd.) po-
uzijeme dvojitého noze Klebs-Toldtova. Takové fezy staci
UpIné pro rychlou diagnostickou orientaci; tak na pf. na
reakci jodovou pro amyloid, pro diferencidlni diagnosu
karcinomu, sarkomu atd.

PFi vySetfovani za Cerstva (Ziva) pFi studiu biolo-
gickém neb zoologickém pociname si pravé tak, jako pfi
hotoveni preparatl jinych. Jde obydejné o vétsi kousky,
a tu radno vzdy pod kryci skélko néco podloziti, na pfF.
Glomek kryciho skélka, vlas, nebo prouZzek hedvabného
papiru, by netrpél preparat tlakem. N¢kdy mozno pouZziti
téz t. zv. kapky visuté, nebo vihké komlrky. Na
skélko kryci ddme kapku vody k vySetfeni a pFiloZzime
na vybrousené skélko podloZzni. VySetfovati moZno i pfi
silném zvétSeni. Pfi takovém vySetfovani shleddme tu
nepfijemnou vlastnost, Ze na pf. nalevnici vykonavaji
(zdanlivé) velice rychly pohyb, a €im silngjSiho zvétSeni
pouzivame, tim rychleji ndm mizeji se zorného pole. Tomu
pohybu moZno odpomoci bez porudeni dotyéného mate-
rialu tim, Ze na stranu sklitka kryciho kdpneme slaby
roztok cocainu, nicotinu, nebo silné zfedéného chloroformu
(chloroform nakapeme do vody v eprouveté a po delSi
dobu protfepavame; nepatrnd ¢ast chloroformu zdstane
ve vodé a stali k omameni zvifeny v kapec).

Infusoria a pod. mOzZeme téz za Zziva barviti tak, Ze
na jedné strané skélka nakapneme roztok ,,Ehrlichovy
modfe® neb ,,neutr, €ervené® v roztoku NaCl, 1a druhé
strané skélka nechame vsakovati tekutinu do ssavého
papiru; kdyZ je preparat obarven, pfiddvdme opét Cisty
roztok NaCl a odssavame pijavym papirem tak dlouho,
az zlstane preparat Gisty.

TaktéZz barveni uréitych elementl za Ziva jest mozno
tak provésti, ze do kapky roztoku barevného (Ehrlichova
modF, neutrdlIni Cerven aj.) vkapneme vody vySetfované,
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nebo moZno opatrné substanci barvy jehlou na podloZni
skélko natfiti, na to vkapnouti vody, kterda pozvolna
barvu rozpousti a nalevniky (jen nékteré utvary jich)
za Cerstva barvi (jadra, rGiznd granula a j.).

Tym?Z zplsobem moZno délati preparaty za d&erstva
z rliznych kultur bakterii, a tyto vySetfovati, kdyZz jde
hlavné o to, zda maji vlastni pohyb, éi ne. Jsou to tak
zv. nativni preparéty.

Fixace preparatd.

Jiz od prvnich pocatkd badani mikroskopického bylo
snahou pfipravili si Cerstvy material néjakym zplsobem
tak, aby bylo moZno jej vySetfili jinak, neZ za Cerstva.
Toho mozno dosdhnouti pouze tim, Ze material zpracuje
se na tenké fezy. Bylo by v8ak dluzno hledéli k tomu, aby
pfipraveny material neliSil se ve své podstaté a nebyl
pozménén ve vlastnosti, kterd mu za normalnich pomér(
pfindlezela. Kam snaha tato vedla, ukazuje nam nejlépe
nescetny pocet tekutin t. zv. fixaénich, kterych se po-
uziva, a které jsou rizné vynaseny. Fixaéni tekutiny jsou
rzné roztoky a jejich.smési a povstavaly vétSinou naho-
dile; neni ndm zndmo z literatury, Ze by nékterd fixacni
tekutina byla byvala zavedena ze skute¢né védecky dolo-
Zenych predpoklad(.

Ze 74dné z téchto fixacnich method nedocilila toho,
po ¢em histolog touzi, ukazuji nesCetné modifikace jed-
notlivych, jiz od dfivéjsich dob zn&dmych fixaci. .V po-
sledni dobé vystoupili mnozi badatelé a pfedlozili si otazku,
co jest a v ¢em vlastné zaleZi fixace a co déje se v Zivé
tkani po aplikaci riznych fixaénich tekutin. Bylo pouZzito
rdznych latek, jako bilku vajeéného, liquor foliculi a mnoho
jinych, na které se plsobilo riznymi fixaénimi tekutinami,
a tu nalezeno pfi téchto experimentech, Ze povstavaji,
na pf. ve filtrovaném bilku, nejriznéjsi formace, GplIné
odpovidajici oném, které nalezneme po fixaci tkané, a
které vykladany jako wurcCité, preformované struktury
v bunkéach za Ziva existujici.

Tellyesniczsky (Merkel-Bonnet: Jahresberichte
X1. 1901) pravi: ,,Histologie pfestava byti popisnou vé-
dou, jakmile se popisuje stavba organd na zakladé fixo-
vanych objektl. Rlzné fixovani — se kterymZto zlem musi
histolog poéitati — znamenéa vlastné Ffadu experimental-



54

nich vykond, které se vsunuji mezi Zivé poméry a popis;
avsak prvni podminkou kazdého experimentu jest diikladna
znalost veskerych prostiedkd k vySetfovani potfebnych,
bez které nikdo se nemd& odvaZziti na pole vySetfovani.
A pravé, ze ,.fixovani“ nestalo se pfedmétem dikladného
studia, musila nastati nutné — nasledkem neznalosti vy-
Setfovacich prostfedkld — takova fada omyld a mylnych
nalezd. Dllezitost fixovani jest mnohem vétsi neZ barveni;
toto jest jen pomdckou snadnéjsiho vidéni jiz fixovanych
Céstek, aniz by se tim tvar poSkodil. AvSak jinak tomu
jest pfi fixovani, kde jde o odumf¥eni, srazeni atd. Zivé
hmoty, é&imZ povstavaji nové slouCeniny bilkovin, a co
tvary, pfi jichz posuzovani musi byti zachovana nejvétsi
opatrnost. “

Mezi rlznymi pracemi na C¢isté histologickém pod-
kladé déavaji n&lezy Flemmingovy velice cennd
data. Jsou to ony Gdaje, které otviraji novou dobu v dé-
jinach fixace, ze kterych povstala jeho, Flemmingova,
fixaéni tekutina. V3ak z&sluha Flemmingova méla jiz
v sobé i zarodky stinné, nebot nenastalo dalsi Skolou
zlepSeni véci samé, nybrz nedostatkem genialnosti a auto-
kritiky mistra pravé jen slabd stranka methody vzrostla
k velkym omyldm. Nenastala ¢gisté kriticka pozorovani,
nybrz objevila se nesCetnd Fada tekutin.

Jak jiz dfive uvedeno, mnoho badatel( obratilo zFetel
svlilj k experimentdm a zkouS8kam, jak plsobi udané a
rdzné vychvalované fixaéni methody ma tkané, buiky,
bilkoviny a p. Jeden z prvnich byl prof. Jano$ik
(1893 Cesk& Akademie), ktery délal pokusy s filtrovanym
bilkem, se Zivou bilkovitou latkou, liquor foliculi, s va-
jicky ssavcimi z ovarii Cerstvé vynatymi atd. Pak nésle-
dovala fada jinych praci: Kaiserling, Gorner
1893, Fischer 1894, Tellyesniczsky 1898,
Vasielevski na botanickém materialu 1899 a j. v.
(Blizsi literaturu o téchto a podobnych pracich Ize nalézti
v Merkel-Bonnet, Ergebnisse 1901, XI. sv.)

Velice z&sluZznou préci vzal na se botanik Fischer,
ktery celou latku fixaénich method podrobil pfisné véde-
ckému prozkouSeni. Kdo blize se o véc zajima, ten musi
shlédnouti originalni praci, kterd jest ocenéna vSemi sku-
teCnymi badateli mikroskopické anatomie.



Vyskytly se ovSem i namitky proti jeho praci; tak
na pf. S. Mualler pravi: ,Dle mého ndhledu doznaly
nalezy Fischerovy ze vSech stran plného uznani, ovSem
beze v&i kritiky; i musim tudiz s Bendou ostfe ozna-
giti, Zze veSkeré nalezy Fischerovy dosud ani jediny
vysledek histologicky se svéta nepfti-
vodily. Nejveétsi snad vytézek by zalezel v tom, aby
prace ta vzbudila vétsi intercs pro studium cerstvého
materialu. “

OvSem takova sofismata nejsou s to, aby tak za-
sluznou a védecky oddvodnénou praci oslabila.

Dilezité jest, aby si kazdy histolog uvédomil, Ze
obrazy, které vidime na fixovaném objektu, jsou vice
artefakty a jen snad jakousi kostrou toho kterého ele-
mentu, a Ze nemame pfed sebou elementy skute¢né, nybrz
jen jejich aequivalenty. Struktura plasmatu po fixovani
neodpovida struktufe za Ziva; neda se tudiz o strukturéach
bunék fixovaného materidlu mluviti, jelikoZz jsou vzdy
zavislé na prostfedku fixacnim, kterého pouzijeme v tom
nebo onom pfipadé. Z&aroven vidime, Ze jeden a tyz fixacni
prostifedek nedéld struktury a srazeniny plasmatu ve
stejnorodych bunkach stejné, nebot kazda bunka nabude
jiného vzhledu.

Veskera badani o methodach fixa€nich nepfinesla sice
ono kyzené ,pium desiderium* histologli, vynalezeni uni-
versalniho fixacniho prostfedku, avSak veSkeré prace shodly
se v Usudku, Ze musime rozezndvati latky, které plasma
bunééné bud srazeji, nebo nesrazeji, bud rozpoustéji a
maceruji, a nebo jsou indiferentni, tak na pf.: Kalium
bichrom. a kyselina osmicela nesrazi viibec, kyselina octova
srdzi urcité druhy bilkovin, kdezto jiné rozpousti. To jest
asi hledisko chemické. Na druhé strané béfe se zfetel po
strance fysikalni; nékteré latky svraStuji objekty, jiné
opét plsobi bobtnani. Z pokusd na vajickach ssavéich je
zfejmo, Ze na pf. sublimatem material se svraStuje, v roz-
toku NaCl ponékud zbobtna, praveé tak jako po Flemmin-
gové tekutiné material se o néco malo zvétsi. Kyselina
pikrovéa se alkoholem 0Zasné svraStuje atd. Kaiserling
udava, ze t. zv. dobra tekutina fixaéni jest ona, ktera
konservuje Zivou tkan tak, aby byla zachovédna forma
i objem. PFi fixaCnich prostfedcich jest nevyhnutelna
znalost, jak fixace plsobi na dalsi pochod pfi barveni.
Tu, jak pozdgéji ukazeme, po nékterych fixacich jest mozné
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zbarveni preparatl rlznymi barvivy, po jinych jen urdi-
tymi, a konecné nékteré fixace nedovoluji viibec zbarveni.

Prostfedky fixacni.

Dle zku3enosti nabytych experimentem a mikrosko-
pickym srovnavanim tkaniv, tvrzenych rlznymi fixac-
nimi tekutinami, rozdéluje Fischer fixacni tekutiny
na tfi skupiny. Tim ovSem, jak dobfe uvadi Tclly es-
niczsky, neni feCeno, Ze by snad jedna skupina te-
kutin byla lepsi fixaCni prostfedek nez druhd, nybrZz Ze
jedna druhou navzajem podporuje a chyby vyrovnava.

I. skupinu tvofi kombinace smési osmicelé kyseliny
s kyselinou octovou. Tyto davaji ostré obrazy bunék, leé
vyzaduji jen malych objektd.

Il. skupinu tvofi kombinace smési dvojchromant s ky-
selinou octovou. Tyto tekutiny dovoluji zbarveni rGznymi
methodami a hodi se zaroven pro vSeobecnéjsi pouzivani.
Dovoluji fixovani velkych objektl. Nutno pamatovati, Ze
tkaniva se cliromany zabarvuji.

I11. skupinu tvofi tekutiny, kde opét jen kyselinou
octovou obdrzime fixaci, aniz se elementy zabarvuji. Rezy
mozno barviti nejriznéjsimi methodami. Sem nalezi subli-
mat, formol, alkohol a chloridy rGiznych tézkych kovd.

Kyselina osmiéeld 0-5—1% rozpuSténa ve
vodé, do niZz ukladaji se preparaty, které sméji byti jen
velice malé (nékolik milimetrd). Této tekutiny pouZiva
se ponejvice jako reagens na tkan tukovou, myelin a pod.
JelikoZ nesrdzi protoplasma, jest nutno, chceme-li pre-
parat jeSté barviti, vloziti kousky materialu po vymyti
dodatec¢né do Millerovy tekutiny.

Kyselina osmiéela doporuduje se k fixovani ve zpd-
sobé par. 2% roztok kyseliny da se do lahvicky se Siro-
kym hrdlem, malé kousky materidlu upevni se bud na
zatku, neb se zavési do lahvicky tak, aby nebyly ve styku
s tekutinou.

Kyselina osmiéeld s kyselinou octovou:

Kyselina osmiéeld 1% ... . 4 ccm
Kyselina octova 1% .....ccovuueee. 100 ccm.

Po utvrzeni dobfe vymyvati v alkoholu!

Chrom —osmium —ocet. Flemmingova
tekutina; tato smés jest ve dvou koncentracich, a to:
slaba a silna.
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Slaba smés: kyselina chromova 1% .25 ccm

" osmiéeld 1% . . 10 ccm

" octova 1% . . .10 ccm

destilovand voda . ... 55 ccm

Silnd smés: kyselina chromova 1% .75 ccm
" osmiéeld 2% . .20 ccm

" octova ledova. . 5ccm.

Fixovani materialu touto tekutinou jest velice obtizng,
mame-li obdrZeti skute€né cely preparat touto tekutinou
,profixovany“. Nutno podotknouti, Zze v této tekutiné
méme tfi substance, které nestejné rychle material pro-
stupuji; nejrychleji vnika kyselina octova, pak chromova
a nejpozdéji kyselina osmiéeld. Proto jest dluzno do této
tekutiny ukladati velice tenké kousky materidalu — ne-
zalezi tak na rozloze do Sifky, jako na tlouStcc prepa-
ratu; nutno jej tak upraviti, aby cely objekt mohl byti
vSemi tfemi substancemi co mozna nejrychleji stejno-
mérné prostoupen. Zda jest preparat radné fixovan, po-
zname dle fezu naloZzeného objektu. P¥i vétSim a tlustSim
kousku jest kraj zbarven do hnéda, dale od kraje jest
fezna plocha objektu Zlutd a ve stfedu jiZz pouze bhila.
V takovém pfipadé byla fixace nespravnéa, nebot pouze
na kraji bylo fixovano spravné, dale ke stfedu pUsobila
jiz jen kyselina chromova s octovou, ve stfedu pouze
octova. PFi mikroskopickém vyS$etfovani Fezl, zhoto-
venych z takto utvrzeného materidlu, vidime ovSem ve-
liky rozdil na stejnorodych elementech.
hodin, aby material byl dobfe fixovan, avSak zkuSenost
ukazala, Ze preparatu neskodi, ponechame-1i jej v teku-
tiné po 24 hod. i déle, jelikoZz fixace je tim jistéjSi. Zku-
Senost a pokusy uci, Ze jest vzdy lépe ponechati material
déle ve fixacni tekutiné, nebot jednou fixovanym ele-
mentlm tekutina jiz ne$kodi. Jest nutno tudiZz do Flem-
mingovy tekutiny ukladati tenké Ufezky orgadnu, kde je
ponechdme 6—24 hodin i déle, dle jich rozlohy. Fixovany
material vymyjeme dikladné v tekouci vodé (as 24—48
hodin), a ulozime jej nejprve do slabého lihu, ktery po-
zvolna zesilujeme, aZz na 96%.

Ma-li se dociliti dobrych vysledkd barveni, doporu-
Cuje se material rychle zpracovali. Barvi se dobfe haema-
toxyliliem, safraninem, gentianou a j. v. Bufiky tukové
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a myelin nervovych vladken jsou po kyseliné osmicelé
zbarveny cerné. (Srovnej barveni nervstva str. 147.)
Zenkerova tekutina: Aqg. dest. 100 ccm

l sublimat
a) 4 kalibichrom. 2-5 ¢
|n:|!r. sulfur. 1g
b) acid. acet. glac. 5 ccm

Kyselinu octovou pfidame v udaném poméru v po-
sledni chvili, kdyZ hodldme tekutiny upotfebiti. Pro mensi
kousky nebo mala embrya staCi tvrzeni 2—10 hodin,
u vétsich kouskl organli 24 hodiny i déle; celé organy, jako
jazyk, ledvinu, mozek atd. tvrdime 48 hodin a i déle.

Po tvrzeni nutno objekt dobfe vymyti v tekouci vodé
(po 2—6 hodin). Potom vlozZzime jej do 50% lihu, ktery
nékolikrate obnovime, az se pfestane chromeni zbarvovati;
alkohol se zesiluje az na 96%. V preparatu zlstavaji
srazeniny sublimatu, které odstranime pfidanim jodové
tinktury do silného lihu, kterd zbarvi jej slabé Zluté. Po
néjaké dobé se lih odbarvi. Pfidavame jodovou tinkturu
tak dlouho, pokud alkohol se odbarvuje, totiz pokud jod
v alkoholu jest sublimatem redukovan. Tato fixacni teku-
tina jest uznana za velmi dobrou k tvrzeni jednotlivych
elementl a k Gspé&$nému barveni.

Maximov doporucuje misto kyselé Zeilke-
rovy tekutiny tuto smés:

Vody destili. 1000 ccm
Sublimatu 50 g
Dvojchrom. dras. 25 g
Glauberovy soli 10 g.

PFfed upotfebenim pFidavéa se na 100 ccm smési 10 ccm
formolu. Do tekutiny vklada se aplné Cerstvy, teply ma-
terial. Tekutinu tuto doporucuje hlavné pro embryologicky
materidl k cytologickym studiim. Mald embrya do 3 mm
nechd v roztoku 1 hodinu, vétsi na nejdéle 6 hodin. Po
fixovani vypird 24—48 hodin v tekouci vodé.

Maxi mov-Zenker, formol-osmium.

Ke shora uvedené tekutiné pfidava pfed upotfebenim
na 100 ccm zakladni tekutiny 10 ccm formolu a 10 ccm
2% kyseliny osmicelé. Material vloZeny do této tekutiny
nechd fixovati ve tmé& po 24 hodiny i déle. Kyselina osmi-
celad prostupuje dle ného velice dobfe do hloubky, a i nej-
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mensi kapénky tuku intensivné <cCernaji. Redukovany,
Cerné zbarveny tuk vzdoruje odbarvovacimu vlivu ethe-
rickych olejd a pryskyfic.

Zenkrova tekutina jest jen modifikaci fixacni teku-
tiny t. zv. Mdllerovy, kterd byla jednou z prvnich te-
kutin, uréenych v histologii hlavné na tvrzeni elementl
centrdlniho nervstva, a které se také dodnes v tomto
sméru pouZziva.

MUlllerova tekutina:

Kalium bichromat. 2*5 g
natrium sulfat. 1lg
aqua dest. 100.

VloZzené organy nutno po delSi dobu v tekutiné po-
nechati; tekutina se po néjaké dobé kali a je dluzno ji
tak dlouho vyménovati, pokud nezlstane ¢irou (mozek
lidsky po nékolik mésic). Poté organ dikladné vype-
reme ve vodé a uloZzime do slabého lihu, ktery vyméno-
vanim stupfiujeme az do 96%.

Erlického tekutina jest opét jind modifi-
kace predeslé:

Kal. bichromati 25 g
cupri sulf. lg
ag. dest. 100 ccm.

Postup jako u Mdullerovy tekutiny.

Tekutina Kultschizkyho (2. f. w. M
IV. Bd. 1887) jest nasyceny roztok dvojchromanu drasel-
natého a skalice modré v 50% lihu. Pfed pouzitim pfida
se na 100 g této tekutiny 5 kapek kyseliny octové. Teku-
tinu, jakoz i v ni uloZzeny material nutno chovati v temnu.
Objekty ponechaji se v tekutiné 12—24 hodin, nacez se
pfenesou na 12—24 hod. do silného lihu.

Tekutina |Il. (Arch. f. w. Mikr. 897): dva dily
dvojchromanu dras., YAdilu sublimatu, 50 dilG 2°/0 kys.
octové a 50 dilG alkoholu 96%. Smés tuto nutno po 24
hodinach zfiltrovati.

Material ponechad se v tekutiné 4—6 dnd.

Chromové kyselina samotna ve slabych vod-
nich roztocich 01—1% byvéa zfidka pouzivana. VyZaduje
velice malych preparatl, téZko prostupuje, a material v nf
fixovany stava se kifehkym a barveni jest velice obtizné.
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Kys. chromov4d a kys. mravenc¢i (dle
Rabla):
Acid. chromic 3% 200 ccm
Acid. formic. conc. 5 kapek.

VZdy jest nutno pfipraviti Cerstvou tekutinu a jen
malé kousky fixovati. Po fixaci je ddkladné propereme
vodou, tvrdime ve vzestupné silném alkoholu. Rezy bar-
vime haematoxylinem nebo safraninem.

Kyselina chromova a kys. octova (dle
Flemminga):

Acid. chrom. 1% 70 ccm
ac. acet. glae. 5ccm
aqua dest. 90 ccm.

Hodi se na rostlinné a zvifeci organy, které mozno
barviti haematoxylinem nebo borax-karminem. Preparaty
nutno dlouho vymyvati vodou (24 hod.) a tvrditi ve
vzestupné silném alkoholu az do 96%.

Fixacnitekutiny, v nichz hlavni soucasti jest sublimat:

Rabl-ova tekutina. Rabi udadva dvé teku-
tiny tohoto sloZeni:

1 dil nasyceného vodného roztoku subliméatu
1 dil nasyceného vodného roztoku kyseliny pikrové
2 dily destilované vody.

Lepsich vysledk( docilil druhou tekutinou:

Chlorid platnaty 1 dil
sublimat konc. ve vodé 1,
voda 2 dily.

Tato fixa€ni tekutina hodi se hlavné pro material
embryologicky. Po fixaci, ktera trva nékolik hodin (24
i déle), uklada se material do alkoholu vzestupné od 50%
az do 96%. Rarviti mozno rGzné. Rabi sdm barvi hlavné
koSenilou dle CzokoraneboDelafieldskymhaematoxylinem.

Sublimat: Koncentrovany roztok ve vodé (asi
7 g na 100 ccm vody).

Sublimat ocet (dle Langa):

Sublimat 3—12 ccm
chlornatrium 6—10 g

alumen crud. 0*5 g
acid. acetic. 50 ccm

aqua dest. 100 ccm.
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Material dluzno fixovati asi % hod., nato prFenésti
do 70% lihu a vzestupné az do 96%! Dosti pékné fixo-
vani dava ndm smés:

Sublimat conc. roztok ve vodé 50 ccm

alkohol 96% 50 ccm
aqua dest. 100 ccm
acid. acet. glac. 5 ccm.

Fixovati 2 hod. az 2 dny, pfenésti do alkoholu 70%
a vzestupné do 96%. Earviti mozno rliznymi barvivy.

Odstranéni srazenin po fixaci sublimatem.

Material, ktery byl fixovan v sublimaté nebo v teku-
tindch, ke kterym se sublimat pfidava, vykazuje skoro
vzdy v Fezech Cerné sraZeniny, které nutno odstraniti. Za
tim Gcelem vkldddme materidl do alkoholu, ke kterému
pfiddme nékolik kapek jod-jodkalia. Je-li v materialu
mnoho sraZenin, tu odbarvi se alkohol velice brzo a nutno
opét trochu jodu k alkoholu pfidati. To dluzno tak dlouho
opakovati, aZz zlstane alkohol po del$i dobu zbarven.

Timtéz zplsobem si pociname, nalezneme-li sublima-
tové srazeniny v fezech; vloZzime fezy do alkohol-jod-jod-
kalia na nékolik minut aZ se vSechny sraZeniny rozpusti,
a jod z fezl, které jsou Zluté zbarveny, v ¢istém alkoholu
odstranime.

Helly -Maximova tekutina:

Sublimat 5-0 g
Kal. bichrom. 2*5 g
Natr. sulfuric. 1-0g
Aqua destili. 100 g

pfed upotfebenim se pfida x10 objemu formolu. Fixovat
dluZzno as 2 mm tlusté kousky, myti po 24 hodin v te-
kouci vodé, pfenésti do 70% postupné do 96% alkoholu.

Hermannova tekutina:

chlorid platnaty 1% 15 ccm
Kys. osmiéeld 2% 4 ccm
kys. octova ledova 1 ccm.

Fixuje podobné, jako tekutina Flemmingova. Prepa-
raty do slabého alkoholu pfenésti a stupfiovati az na
96%. MozZno pouZiti rlznych barviv, hlavné safraninu a
gentiany.
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Kyselina dusié¢néa v rdznych koncentracich
pouziva sc rovnéz jako fixacni tekutina.

Nejcastéji udava se kys. dusi¢nd 3% ve vodé, aby-
chom fixovali malé kousky, které pfeneseme po y2 az 6
hodinadch do alkoholu 50% a vzestupné az do 96%.

Flemming uddvéa pro malé embryologické preparaty:
40% kys. dusicnou na nékolik minut.

Perenyova tekutina:

kyselina dusi¢nd 10% 40 dild
alkohol absol. 30
chromova kys. 0-5% 30

K fixaci malych objektld sta¢i 5 minut, ke tvrzenf
4—5 hodin. Preparat dluzno vloZiti po fixaci do alkoholu
70%, ktery se nékolikrate vymeéni, a potom pfFenésti do
silngjSi koncentrace vzestupné az 96%. Mozno barviti
libovolné.

Alkohol. Tohoto prostfedku pouZivd se nejvice
tam, kde jde o rychlou orientaci. RGzné koncentrace (mezi
60—95%) uvadéji se jako fixaCni prostfedek. Fixujeme
tim zplsobem, Ze organ v malych kouscich ukladame do
lahvicky s lihem. Na dno lahvicky vloZzime maly kousek
vaty, a to z té priciny, aby voda z preparatu lihem extra-
hovana klesla ke dnu a preparat, ktery spoCivad na vaté,
nepfisel jiz s ni do styku. Preparidt moZno téz zavésiti
na niti do stfedu ldhve. Po¢neme-li s lihem 60%, musime
jej Casto obnoviti a zesilovati, takze asi ve 24 hodinach
dostoupneme na lih 96%, v némZ moZno preparat pone-
chati, jak dlouho chceme. Ukladati preparaty ihned do
lihu 96% se nedoporucuje, ponévadz material se pfFilis
svraStuje. Na preparaty fixované alkoholem moZzno pouZzit
nejrlizngjsich barev; v8ecka jevi dobrou affinitu k jed-
notlivym elementdm.

Alkohol — kyselina octova:

Alkohol 96% 300 ccm
kys. octova ledova 100 g.

Smés fixuje velice rychle. Po fixovani nesmime vy-
myvat! kyselinu vodou, nybrz vloZime preparat ihned do
Cistého lihu, ktery nékolikrate vyménime. Barviti mozno
rizné.

Formol. V posledni dobé vyskytla se velikd fada
fixacnich a zaroven tvrdicich tekutin, jichz hlavni soucast
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tvofi formol. Formol, jak v obchode se prodava, jest 40%
formaldehyd (aldehyd kys. mravenc¢i). Formol sam, jak
dokazano, nesrazi bilkovin; srazeni bilkovin plsobi kyse-
lina mravenci, kter4 se ve formolu vzdy naléza. K fixo-
vani uzijeme formolu, jak jej v obchodé obdrzime, ve
4% —10% zfedéni ve vodé; v tomto roztoku materidl
ponékud bobtn4. Preparaty mozno ve formolu ponechati
del§i dobu, aniz pry ztraceji na schopnosti barveni, avSak
nutno brati zfetel k tomu, Ze chova rdzné mnoZstvi ky-
seliny mravenéi, kterd méa vliv na rlzné tkané a zaroven
odvapfiuje. Materidl z formolu, aniZz jej vymyvame ve
vodé, pfendSime do 70% alkoholu a vzestupné zesilujeme
az do 96%. Barveni dovoluje libovolné.

Velice dobrou vlastnosti formolu jest, Ze mozno po
fixovani pfenésti preparaty pozdéji do rlznych jinych
tekutin, jako na pf. do Mdullerovy, do sublimatu atd.
Cinime tak proto, aby mnohé latky (bilkoviny), které
nejsou dosud formolem srazeny, byly je$té dodatecné fixo-
vany. S velkym Gspéchem pouziva se formolu v central-
nim i perifernim nervstvu. Materidl fixujeme nejdFive
formolem a potom jej impregnujeme solemi réiznych kovi.
(Viz stati specielnich method.)

Odstranéni srazenin po fixaci for-
mo lem.

Po fixaci formolem nalezneme velice Casto, hlavné ve
tkanich krevnich organl, temné srazeniny, které nutno
odstraniti.

Verocay udava tuto methodu: Rezy vloZi se as
na 10 minut do louhu tohoto sloZeni:

1% vodni roztok louhu draselného 1 dil
80% alkohol 100 dild

potom vypiraji se 5 minut v destil, vodé, kterou nejméné
dvakrate vyménime. Pak fezy vloZzime opét do 80% alko-
holu a nato je pfeneseme do vody. Hodldme-li v mate-
ridlu barviti mikroorganismy, pak nemoZno pouZiti této
methody, ponévadZ louh plsobi na mnohé tkané velice
Skodlivé.

Ortliova tekutina:

Formolu 10 dild
Mdallerovy tekutiny 90
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doporucuje se hlavné pro rychlé tvrzeni a fixovani cen-
trdlniho nervstva.

Nutno upozorniti, Ze neni radno ponechati material
po dlouhou dobu v této smési — jak tomu jest u teku-
tiny Mullerovy — nebot material ve formolu a Miillerové
tekutiné uloZeny stdva se po delSim Case pFili§ tvrdym a
naprosto neschopnym k fezani.

V literatufe nalezneme (daje, kde formol jest smi-
Seny se vdemi moznymi sloZzkami, jako: formol s kys.
pikrovou v riznych koncentracich, formol s chlori-
dem zinec¢natym, formol se skalici modrou, formol s chlo-
ridem platnatym, formol se sublimatem atd. MoZno Fici,
Ze kazdy pracovnik pfipravi si a vyhled4d smés takovou,
jaka se mu nejlépe osvédcCi, srovnava-li vysledek se tkani
normalni.

Kyselina pikrova Pikrova kyselina, ma-li
fixovati, musi se pouziti v koncentrovaném vodnim roz-
toku. Preparaty se nesmi vyprati ve vodé, nybrZz vlozi se
ihned do alkoholu 70% a vzestupné se pfipravi do 96%.

Roztoku alkoholického pouziva se velmi zFfidka. Dosti
Casto uziva se kyseliny pikrové v téchto smésich:

Bonezi:
konc. roztok kys. pikrové 100 dild (ve vodé)
vody 100 ,,
kys. octové 3 dily.
Rawitz:
kyselina pikrova 1 dil
y dusi¢né 1,
. chromova 1% 4.dily.

Kl.eineberg: Kyselina pikrovéa-sirova.

100 dild nasycené kys. pikrové, 2 dily kys. sirové;
smés nutno filtrovali a rozfedili trojnasobnym mnozstvim
destil, vody.

Mayer pridava ke 3 dildm kys. sirové ve 100 dilech
vody kyselinu pikrovou, aZz jest roztok nasyceny.

Preparaty takto fixované (po 3 i vice hodinach) nutno
uloZiti pfimo do 70% lihu, ktery zesilujeme aZz na 96%.
Dluzno fixovati po 24 hodin a pfenésti ihned do alkoholu.
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Rath:

kysel, pikrova koncentr. ve vodé 100 dilQ
., osmiéeld 2% 6
., octova ledova 1 dil.

Malé kousky materidlu dluzno fixovati jen x4 az 1
hodinu, vétSi 24—28 hodin, naéeZz se pfenesou do alko-
holu 70%; barvi se nejlépe safraninem v 30% lihu neb
borax-karminem v celku. MozZno téZz barviti haematoxy-
linem. Kyselina pikrovd dlouho barvi alkohol a odstra-
nuje se pouhym vypiranim velice nesnadno. Chceme-li
Zlutou barvu z prepardtu odstraniti, tu docilime toho
velice rychle pfidanim lithii carbonic. do lihu a to tim
zplsobem, Ze kpncentrovany vodni roztok lithia kapeme
do alkoholu.

PFi fixovani nutno po vétSiné dati hojnost fixaéni
tekutiny. U nékterych tekutin staéi jen tolik, aby pre-
parat byl ponofen; tak tomu jest hlavné u tekutin rychle
pronikajicich, a u Flemmingovy tekutiny. Kyseliny pik-
rové jest nutno pouZivati velké mnoZstvi; tu hledime,
aby kyselina pikrova v krystalech lezela na dné nadoby,
aby se tak roztok mohl ustaviéné zesilovati.

Dluzno fixovati material pokud mozZno nejcerstvéjsi,
totiz Zivy, a snaZzime se, aby tekutina fixaéni pronikla
cely materidl pokud mozno nejrychleji. Proto fixuji se
malé a tenké kousky, aby materidl uvnitf nepodlehl hni-
lobnému rozkladu dfive, nez fixaéni tekutina by jej pro-
nikla. Pozorujeme velice €asto (nejéastéji po fixaci v teku-
tindch s chromovymi solemi), Ze stejnorodé elementy pfi
mikroskopickém vySetfovani udavaji ndm ve stfednich
Castech jiny obraz, neZ na periferii. Je to podminéno
pravé hnilobnym pochodem, ktery vznikl dfive, neZ fixaéni
tekutina mohla proniknouti celym kouskem materiélu.

Jak dlouho dluzno preparat ponechati ve fixaéni teku-
ting, neni mozno pfesné udati; zavisi to vZzdy na velikosti
a tlouStce materialu, ktery fixujeme, a na rychlosti, s jakou
fixaéni tekutina material pronika.

Ve vétSiné pFipadl jest nutno prebytek fixaéni teku-
tiny z preparédtu odstraniti vodou; tak tomu jest hlavné
u tekutin chromovych soli a nékterych soli tézkych kovd.
Mnohdy obdrzime Spatné nebo Z&dné zbarveni jen proto,
Ze v preparatu zbylo mnoho fixaéni latky. Jindy nevy-
myvéa se fixaéni tekutina vodou, nybrZz alkoholem, neb

Rejsek, Mikroskopicka technika. 5
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jinou tekutinou, coz je vzdy blize udano u dotycného
pfedpisu.

Hofker J. (Trichlor-octova kyselina jako
fixaéni prostfedek.) Autor doporucuje rlzné smési kys.
trichl. octové. Protozoa, Polychaety, Cestody, Echinoder-
mata a jich larvy, Tunicaty a Crustacee fixuje ve smési

5%ni vodni roztok kys. trichloroctové
5%ni kys. octovou led. &4 part. aeq.

Drobné larvy ponechad v tekuting pll hodiny a pfenese
je na €tvrt hod. do 35%niho alkoholu, pak do 50%, 70%,
96% a do absolutniho alkoholu. Nato vlozi material do
xylolu, az se stane UpIlné prihlednym a pfenese jej do
xylol-paraffinu, kde zlistane as 20 minut, nafeZ nassaje
pipetou materidl a vlozi do Cistého paraffinu pfi 60° C.
Po 20 minutdch mozno zaliti.

Pro hmyz, kde jak znamo chitin v kyselém roztoku
velice bobtna, pouZiva téchto roztok(:

I. Pikrova kyselina 1% v absol. lihu 1 dil,

Chloroform 1 >
Formol 1,
Trichloroctova Kkys. 1,
Il. Kyseliny octové led. 1 dil
Trichl. octové 1,
Absol. lihu 8 dilli
I11. Trichloroctové Kkys. 1 dil
Alkohol absol. 9 dild.

PouZije-li se bezvodé fixaini tekutiny, moZzno materiél
pfenésti pfimo do absol. alkoholu a pak do benzolu.
Pro obratlovce shledal nejlepSi tekutinou roztok:

Kys. octové led. 1 dil
Trichloroct. 1,
Alkohol abs. 8 dild.

Péknych vysledkl docilil pfi konservaci Zlazovych
organl, jater po zbarveni haematoxylin-eosinem; varlata
zachovavaji elementy velice pékné a zaroven se v paraf-
finu nechaji fezati serie 3—5/t . Pro Cortiho orgéan dopo-
rucuje tuto methodu konservace; po utvrzeni v alkoho-
lickém roztoku (po 2hodin) odvépfiuje ve vodnim
5% roztoku kys. trichloroctové as jeden den.
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(Methoda tato, pravé tak jako jiné, ma své zastéance,
ale téZ velkou Fadu odp0rc0.)

Tvrzeni preparatd. V nékterych pfipadech
material uloZzeny do fixacni tekutiny zaroven se utvrdil,
v jinych pftipadech zlstavaji preparaty mékké a nutno
je teprve utvrditi. Tvrzeni preparatd jest nutné, aby ne-
trpély pfi zalévani, fezani, montovani atd. Preparaty,
které jsou fixovany a zarovefi utvrzeny (Flemmingova
tekutina, vétSina smési s chromovymi solemi, formol, al-
kohol), uklddadme do alkoholu nejen pro-
to, aby se jeSté vice utvrdily, nybrz
hlavné proto, abychom je odvodnili.

Uchovani makroskopickych preparatd v pfirozenych
barvach dle Kaiserlinga.
Cerstvy material vlozi se do smési:

Formalinu 200 cc
Vody 1000

Kalium aceticum 15 gr
Kalium nitricum 30 gr

v tekutiné ponechda se preparat 12—24 hodin i déle, dle
velikosti, nacez se vlozi do 06% lihu natak dlouho, az
objevi sepdvodni barva krve. Preparatuchova se ve
smési:

Vody 2000 cc

Kal. acet. 200 gr

Glycerinu 400 cc.

Zachova se hlavné barva krve, jina barva ztraci i v této
tekuting plvodni zabarveni.

Chitin*

PFi vySetfovani hmyzu klade nejvétsi obtize pFi fezani
chitin. Jest udavana velka fada rdznych tekutin, které
maji umozniti Fezani chitinu, ale Zadnd nedava dobrych
vysledkl.

Eau de Javelle mékei sice chitin, ale tkané
pod chitinem za dobu plsobeni této tekutiny jsou témér
zniCeny. Tekutina Perenyova (chrom, alko-
holsubliméat a kyselina dusi¢né) nezmékéi
chitin, ale nadufi napadné tkané. Pokud sam jsem se

5*
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mohl pfesvédcCiti (sériové fezy mouchy, atd.), osvédcuje
se nejlépe smés dle llenningse (Ztschft. f. w. M.
XVI1.), ktery sdm zkouSel veSkeré udavané methody s na-
prostym neuspéchem, a ktery sam sestavil vlastni teku-
tinu, o které pravi, Ze mék&i chitin a soucasné dobfe
konservuje tkané.

Smés pfipravuje takto:

kyseliny dusi¢né 16 dild,

kyseliny chromové 16 dild,

konc. roztok sublimatu v 60% alkoholu 24 dild,
vodny roztok kyseliny pikrové 12 dild,

absol. alkoholu 42 dilG.

Material konservuje dle velikosti objektu 12—24 ho-
din, potom vypird jej v 60% alkoholu s pfiddnim jodu,
pfendsi jej do vzestupné silného alkoholu, pak do xylolu
a paraffinu. Docilil fezd tloustky 4 aZ 2\i. Rezy, i sé-
riové, lepil na sklicka natfend mastix-kollodiem, av3ak
mozno téz pouziti bilku.

Neudavam jinych method, jelikoz se této, kterou
povazuji z vlastni zku3enosti za nejlepsi, nikterak nevy-
rovnaji.



V. Odvapnéni, macerovani, bileni, zazivani.
Hotoveni vybrusd.

Methody odvapnovaci.

P¥i vySetfovani organl prostoupenych vapennymi so-
lemi (na p¥. kosti), dale pfi vySetfovéani pathologickymi
pochody rdizné zvapenatélych organd, cev a p., naskyta
se velkd obtiz v odstranéni téchto anorganickych latek,
aniz by se pfitom posSkodila struktura tkani, ve kterych
jsou soli nahromadény. Z veliké fady pokusl jest vidno,
Ze neméame v histologii spolehlivé, tekutiny, ktera by
véem pozadavklim vyhovovala. Nékteré kyseliny, kte-
rych se k odvapnéni pouziva, plsobi zhoubné& ua tkéan,
v jednéch tkané velice zdufuji, v jinych se opét svrastuji.
Po nékterych kyselinach nepfijimé tkan Zadného barviva.

Jak znamo, tvofi pfevaznou éast v kostech i zubo-
viné kollagenni vazivo, které v rizné koncentrovanych
kyselinach a alkaliich ve vodé rozpuSténych velice ua-
bobtna. Toto nabobtnadni déje se hlavné pfijimanim vody,
nebot dle MUGller ovych nalezd, roztoky alkoholické
nebo aetherové bobtnani nevyvolavaji.

Dalsi néhled byl ten, Ze €&im slab$i roztok kyseliny
pfi odvapnéni se pouzije, tim jemnéji plsobi una tkan.
Tak doporuCuje B usch pouzivani 1% roztoku kyseliny
dusicné, ale sou€asné udava, zZe vazivo nabobtna. Podobné
UGdaje vedly Schaffra (Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie
1902 B. XIX.) k védeckému prozkoumani a plsobenf
rznych kyselin pfi rlznych koncentracich na tkan a ua
rychlost odvapriovani. Dochazi k témto nalezlim: 1. Kon-
centrace musi byti tak volena, aby nenastalo bobtnani a
tim poSkozeni tkané; 2. pouZzitd kyselina musi miti velkou
schopnost rozpousténi soli vadpenatych; 3. nesmi zaneché-
vati ve tkani sraZzenin a musi byti lehce, bez poruSeni
tkané, z materialu odstranéna. Z vySetfovanych kyselin
vyvolava kyselina fosfore¢nd, mlécna, mravenci a octova
i v koncentrovanych roztocich veliké bobtnani tkané, a
zaroven maji malou schopnost rozpoustéci, néasledkem
¢ehoZ nejsou doporuéitelné jako odvéapnidla.
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K odvapnéni mozno pouziti tudiz hlavné kyseliny
solné, dusicné, trichloroctové a sificité, které maji nej-
vétSi schopnost odvapnovaci (rozpousténi soli vapenatych).
Kyselina sifiéita zanechava ve tkani srazeniny, které jsou
v8ak ve vodé rozpustné a mozno je lehce odstraniti. Byl-li
materidl pfedem fixovan formolem, tu kollagenni vazivo
v uvedenych kyselindch nebobtna. NejsilnéjSim rozpus-
tidlem soli vadpenatych jest kyselina solnd a dusiénéd v roz-
toku 3—10%, pfi éemz vazivo kollagenni nezbobtna.

Del$i pGsobeni kyseliny solné plisobi vSak zhoubné
na chromatickou substanci bunéCnou, nasledkem cehoZ
snizuje se schopnost barveni tkani. Z toho divodu mozZno
uznati za nejlepSiroztoky kyseliny dusi¢né, Kkteré
neplsobi tak zhoubné na tkan a neni¢i schopnost barvici.
Této kyseliny mozno pouzivati v 2—10% vodnim roztoku,
nutno vSak vziti v Gvahu, Ze 10% ba i 20% roztok nc-
odvapriuje rychleji nez roztok 5%, a Ze silné roztoky,
Gcinkuji-li po dlouhou dobu, snizuji schopnost barveni.
Proto nutno pouZivati roztokl nejvyse 5%.

Po odvéapnéni ve vodnim roztoku kyseliny dusi¢né
nesmime pfenésti material pfimo do vody za Gcelem vy-
prani, nybrz dluzno pfenésti jej na 12—24 hodin nejlépe
do 5% roztoku lithia neb natriumsulfatu, ktery materiél
,,odkyseli“, a teprve po neutralisovani jest mozno vypi-
rati jej dale ve vodé, potom uloziti do alkoholu v postup-
nych koncentracich.

Pro jemné preparaty doporuCuje Schaffer zaliti
materidlu do celloidinu, pfenésti prepardat do 85% alko-
holu, po utvrzeni celloidinu pfifezanou kostku vloziti do
vody za pFi€inou odstranéni alkoholu, a pak vloziti pre-
pardt do 3—5% kys. dusi¢né na 12—24 hodin (vétsi pfed-
méty déle), nejlépe do nadoby s tak zv. Thomasovym
vodnim kolem, aby byl preparat neustdle v pohybu. Z ky-
seliny dluzno prfenésti material do 5% roztoku lithia-
sulfatu, kteryzto roztok se jednou vyméni, a pak vypirati
v tekouci vodé po 24 hodin a odvodniti ve stoupajicim
alkoholu do 85%.

Redé&ni kyseliny dusiéné v %.

Kyselina dusi¢éna musi se percentuelné propocitat!
dle specifické vahy, kterd jest 1-414; obsahuje tudiz 100 g
68 g kyseliny, 1 g kyseliny naléza se asi v 1-5 ccm te-
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Rutiny. Zni-li pfedpis na pouZiti 5% kyseliny, jest nutno
vziti asi 7*5 ccm kyseliny dusicné na 92-5 vody o0 spec.
vaze 1*414. Oficinelni kyselina dus. obsahuje 30% Kkyse-
liny, je tudiZ nutno na 5% vodni roztok vziti 16— 17 ccm
zakladni kyseliny.

uvedené jsou asi tyto:

Kyselina dusi¢na v alkoholu. V 70%
lihu rozfedime kyselinu dusi¢nou na 3%. Tvrzené prepa-
raty ponechaji se po nékolik dnl aZ tydnl v tekuting.

Mayer pouzivd 5% kysel, dusi¢nou v 90% lihu.

Thoma udava smés 5 dild alkoholu 95% a jeden
dil kys. dusi¢né koncentrované; tekutinu obnovuje na
preparatech po 2—3 dnech. Odvapnény materidl vypira
v 95% alkoholu sp¥idanim calcium carbonatum tak dlouho,
az modry lakmusovy papir v alkoholu nez€ervena.

Proti bobtnani materialu v kyselinach pfidava Gage
kamenec. Koncentrovany roztok kamence nutno na polo-
vinu zfediti a na 20 ccm kamencového roztoku pfida
1 ccm Kkys. dusicné.

SiFi¢itd kyselina zachovdava dle Zieglera
histologicky detail elementl lépe, neZ ostatni tekutiny
odvapnovaci. Ve formolu fixovany materidl pfendSi do
koncentrovaného roztoku kyseliny sifiité.

Kyselina solna odvapnuje rychle, ale plsobi
zhoubné na tkén, kterd bobtna.

Kyselina pikrova odvapiiuje velice pomalu
a jen malé objekty.

Phloroglucin s kys. dusicnou. (Intern. Monat-
schrift f. Anat. und Hist., I. Bd. 1884.) UZije-li se phloro-
glucinu, moZno vloZiti materidl do velice koncentrovanych
roztokl kyselin (dusi¢né neb solné), aniz by mély zhoub-
ného vlivu na tk&n a odvapfiuji velice rychle.

Anderr misi koncentr. roztok phloroglucinu s 5
az 50% kys. solnou; po odvapnéni nutno po delSi dobu
material vypirati v tekouci vodé.

Bodecker (Z f. wiss. Mikr. 1911) odvaphuje zubni
email v malych, asi 0*5 mm tlustych kouscich takto: Do
30 ccm hustého, v methylalkoholu rozpusténého celloi-
dinu pfida 10 ccm kyseliny dusi¢né (sp. v. 1*15), kterou
dikladné promicha. Huspenitou masu dobfe prohnéte a
pod tlakem asi 80 kg mezi silnymi vrstvami filtraéniho
papiru vysusi. Potom celloidin ve dvojndsobném mnozstvi
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methylalkoholu opét rozpusti a do ného vloZi kousky ma-
terialu, ktery asi v dobé 6 dnl se odvapni. V dobé od-
vapftovani nesmime s nadobkou s celloidinem pohybovati,
jelikoz by jinak materidl Gplné se rozpadl. Po 6 dnech
celloidin sejmutim zé&tky pozvolna vysouSime.
Scliussik: Prikaz vapna v ossifikacich.
Materidl nutno fixovati jen v alkoholu, pro zmrzlé
fezy nutno fixovati jen kratkou dobu as 10 minut v 10%
Pro sole calcia jsou tato barviva pouzivana:
Purpurin, Anthrapurpurin, Haematein, Haematoxy-
lin, Pyrogalol, pro calciumphosfaty stfibrna methoda dle
Kossa nebo von Rehl médhaematoxylin, octan olovnaty,
chlorid Zeleza, molybdefian amonaty a chlorid zineénaty.

Purpurin dle ,,Grandis Mainimi“.

1. 5—10 minut v koncentrovaném alkoh. purpurinu,

2. nékolik minut v 0 75 NaCl,

3. vypirati v 70% alkoholu tak dlouho, dokud od-
chézeji barevné obléacky,

4. 95% alkohol-origansky olej-balsam. (Vapno cer-
vené.)

Anthrapurpurin dle Salmona. (Koncentr. purpurin se
stopou amoniaku.) AmoniakaIni Anthrapurpurin s pfida-
nim 1% NaCl, Vapno fialové.

Pyrogalol dle Kossa.

1. 5 minut v roztoku acid. pyrogal. 1%, aquae dest.
40, natfii hydrooxyd. 0%*5,

2. dobfe vyprati,

3. alkohol-origansky olej-balsam.

Hacmatoxylin dle 1loeh la :

5—10 minut v 1%nim roztoku haematoxylinu,
differencovati v destilované vodé se stopou amoniaku
dobarviti potom safraninem.

Fosfaty:

I. Rezy se vlozi na 30—00 minut za svétla do 1—5%
dusi¢nanu stfibrnatého, dobfe se vyperou a vloZi do
sirnatanu sodnat., naceZ se vyperou a dobarvi safra-
ninem. V4pno jest s poCatku Zluté potom cCerné.
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Il. Amoniakalni siran médnaty.

Rczy vlozi se do siranu, po vyprani do Weiger-
t ova haematoxylinu, po zbarveni differencuji se
v rozfedéné odbarvovaci tekutiné Weigertoveé.

I11. Methoda barveni chloridem Zeleznatym.

llezy vloZzi se na nékolik minut do 1°/0 chloridu
Zeleznatého, Fadné se vyperou a vlozi do roztoku
Zluté krevni sole s kyselinou solnou; po vyprani se
montuji pfes alkohol-olej do balsamu. Vapenaténi
modré.

IV. Molybdenamonium.

llezy ponofi se na nékolik vtefin do roztoku dusié-
fanu molybdenanu amonatého, naCez se vyperou
v nakyselené vodé (kyselinou dusi¢nou). Redukce
provede se chloridem zineénatym. Vapno intensivné
modré vazivo slabé modré.

VySetfovani kosti a zuboviny.
Schaffer (Centr. bl. f. Physiologie 1902).

Utvrzené kosti v alkoholu po pfipadé ve smési formol-
Miillerové tekutiné (material musi byti dobfe vypran) od-
vapnuje ve 3—10% vodni kys. dusi¢né. Pfenese kousky
do 5% draselnatého kamence na 24 hodin a pak v tekouci
vodé vypere. Zaléva do celloidinu. Rczy barvi silné dela-
fieldskym haematoxylinem a vySetfuje v glycerinu, neb
v mélo svétlo lamajicich tekutinéch.

Zubovinu vys$etfuje tim zplsobem, Ze nejdfive listecky
zuboviny impregnuje chloridem zlatnatym, pak je od-
vapni v kys. mravenc¢i. Rarvi-li jeSté haematoxylinem, tu
zbarvi se vlakna zuboviny, a pochvy vlaken jsou impregno-
vany zlatém.

Maceracni tekutiny.

Jest velice Casto tfeba isolovati z urCitého materialu
jednotlivé bunky nebo tkané; ve stavu Zivém jsou vSak
bufiky navzajem stmeleny a neni moZno jich od sebe lehce
oddéliti, isolovati. Za tim U€elem nutno vloZiti tkan do
tekutiny, kterd tmel mezibunécny rozpousti, aniz by se
nadpadné pozmeénil tvar bunék a buiky tyto mozno potom
dobfe isolovati. Tekutin k macerovani jest velka fada;
uvedeme z nich jen nejbéznéjsij
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Mullerova tekutina; mozno ji pouzitiv nor-
malni koncentraci nebo ponékud zfedéné. Malé kousky
tkané vlozime do tekutiny asi na 24 hodin. Po té dobé
mozno jiz isolovati velice lehce jednotlivé elementy. Tato
tekutina hodi se nejlépe pro isolovani epithelii sliznic,
bunék centralniho nervstva a hladkych svald.

Kyselina chromova v koncentraci 1:100
az 1:1000; hodi se pro stejné UGéely jako pfFedeSla.

Roztoku kuchynské soli 10% uZivame
k isolovani bunék hladkého svalstva; malé kousky mate-
ridlu (sténa Zaludku, stfeva etc.) ponechdme 24 hod.
v tomto roztoku.

Kyselina solna officinelni. Této se po-
uziva pro isolovani kanalkd ledvinnych. Malé kousky
ledviny vloZi se do této kyseliny a ponechaji se v ni 10
i vice hodin, naéez se dlikladné vyperou v tekouci vodé
(po 24 hod.). Potom vloZzime macerovany kousek do zku-
mavky s destilovanou vodou a silné protfepavame tak
dlouho, az tkan uplné rozpadne; pod mikroskopem vidime
kanélky velice dobfe isolované. MoZno je barviti Bismarko-
vou hnédi, vesuvinem nebo eosinem; preparadt uschovame
v glycerinu.

Kyselina dusiénda az 20%. Pouziti totéz
jako u kyseliny solné.

llanvierGv alkohol: 30ccm alkoholu, 60 ccm
destil, vody. Hodi se pro isolovani epithelii a nervovych
bunék. Malé kousky materidlu vlozi se na jeden i vice
dnl do alkoholu; po dobé& macerace trha se preparat
jehlami v Fidkém glycerinu.

Methylovy alkohol. 20 ccm destil, vody,
10 ccm glycerinu, 1 ccm methylalkoholu. V této tekutiné
nutno poneehati material po dlouhou dobu (i nékolik
nedél). Pouziva se ho ponejvice pro isolovani podplrného
pojiva centralniho nervstva, retiny a j. Macerovany ma-
terial vlozi se do zkumavky s malym mnoZstvim vody,
dikladné se protfepe, naéeZ se vyleje obsah na ptaéi
skélko, na které nalijeme glycerin a pFfiddme barvivo
(karmin nebo pikrokarmin). Smés dobfe promichame a
nabranou kapku prohlizime pod mikroskopem, kdez na-
lezneme isolované zbarvené elementy.

Louh draselnaty; pouziva se ho ve vodném
roztoku od 0*1—1% hlavné pro isolovani zrohovatélych
bunék nehtu, vlast atd.
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Chloral hydrat; 2—5% vodni roztok mace-
ruje a zachovavéa tkan velice dobfe; doporucuje se k isolo-
vani hladkych svald a nervovych bunék. TaktéZz se do-
poruCuje smés 5% chloralhydratu s 002% kyselinou
chromovou.

Kyselina sirovd v 0-6% roztoku hodi se
dobfe pro sliznice, na isolovani vlaken CocCky atd.

Um¢c¢la slina. Rozpustime 4 g chlore¢ianu dra-
selnatého, S g chlorec¢ianu sodnatého, 2 g fosfore€nanu
sodnatého a 2 g chlore¢fianu vapenatého v 1 litru vody,
naCeZ nasytime roztok kyselinou uhliitou a rozfedime
1 litrem vody a 500 ccm Mullerovy tekutiny. Této teku-
tiny uZiva se pro isolovani embryondiniho svalstva a
nervstva, které se nejprve v tekutiné roztrha jehlami a
potom protifepe dikladné ve zkumavce. Preparat montuje
se do octanu draselnatého (kaliumacetat). Pfiprava jest
dosti obtizna a stejnych vysledk( obdrzime téZz jinymi
jednodu$simi methodami.

Jodserum: Tuto tekutinu pFipravime si z plo-
dové (amniové) tekutiny od zvifat. Do Cistého sera, uza-
vieného v lahvi, vloZzime bud nékolik krystalkd C¢istého
jodu, nebo nakapeme jodové tinktury, pfi ¢emZ nutno
obcas tekutinou zatfepati, coZ opakujeme po nékolik dnd,
natez sérum profiltrujeme. Toto sérum pro pouZziti musi
obsahovati pouze malo jodu; maly kousek materialu vlo-
Zime do tekutiny a jiz po 24 hodindch zkouSime, zda
mozno jiz elementy isolovati; ne-li, pak nutno pfidati
jeSté trochu jodu a material jeSté v tekutiné ponechati.
Jod fixuje tkan tak, Ze elementy zUlstavaji dobfe zacho-
vany.

Pikrokarmin Ranvierlv (viz pikrokar-
min!). Velice péknych preparatd isolovanych vlaken hlad-
kého svalstva obdrzime dle vlastni methody, vloZime-li
do pikrokarminu cerstvé svalstvo Zabiho Zaludku nebo
stfeva, které pincettou mozno lehce v blankach sloupnouti.
Po del3i dobé& rozmaceruje se svalstvo na jednotlivd vIak-
na. Macerovany kousek vloZzime do smcsi glycerin-voda
(2 dily vody, 1 dil glycerinu), ve které isolujeme jehlami
na skélku svalova vlakna; tato jsou svétle riZzova s tma-
vym jadrem a jsou bezvadné isolovéna.
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Zazivanu

K pokuslim zaZivacim na Cerstvém nebo tvrzeném
materialu, event. jiz ua fezech, pouziva se bud pepsinu,
nebo pankreatinu. Pepsin pFipravuje se bud ze Stavy
Zaludec¢ni, nebo ze sliznice Zzaludku; nejlépe se vSak dopo-
ruéuje pouziti jiz hotovych preparatd.

13ealc pfFipravuje si pepsin ze Zalude€ni Stavy pra-
sete, kterou nech& na sklenéné desce rychle vyschnouti
a su8inu jemné praskuje. Susina plsobi po dlouhou dobu.
PraSek rozpusti se ve vodé a preparat vlozi se na nékolik
hodin do roztoku pf¥i teploté 37° C.

K uskow pouziva roztoku 1 g pepsinu (pepsinum
siccum) ve 200 ccm 3% kyseliny Stavelové.

Pancreatin (P. siccum Gridbler) zaziva epithel
pfi 37° C v nasyceném vodnim roztoku v nékolika minu-
tach. Preparatd z celloidinu nebo paraffinu, pfilepenych
pouze vodou (bez bilku), mozno dobfe pouziti k pokuslm
zazivacim, na pf. lymfatické uzliny k demonstraci ade-
noidniho vaziva, sleziny atd.

Odbarvovani — bileni.

PFi vySetfovani vidime velice Casto, Ze rlizné pig-
menty zakryvaji tkan neb elementy, takZze jest nemozno
detailné jich vySetfFili. Stava se tak hlavné u nizSich, tmavé
pigmentovanych zvifat, nebo pFi vySetfeni pigmentova-
nych orgéanl, na pf.: chorioideae oka, iris atd., a v pfi-
padech pathologickych za abnorméalni pigmentace — na-
dory melanotické. Pigmenty moZno odstraniti jen pro-
stfedky silné oxydaénimi. Mnohdy jest nutno odstraniti
zabarveni ua pf. po kys. osmicelé, ve které byly prepa-
raty tvrzeny. V prvni fadé jde o to, aby prostfedek, kte-
rého upotfebime, nenicil tkané.

Chceme-li odstraniti jemné hnédé zabarveni, dostaci
odbarveni, jakého se pouziva pfi Weigertové mc-
thodé na barveni myelinu dle modifikace Pallovy.
(Viz barveni.) Ulozime fez do 0-5% hypermanganu, kde
jej ponechame asi y2—1 minutu a pfeneseme do roztoku
y2% Kkys. Stavelové s 0*5% sifiéitanem sodnatym.

P. Maycr (Mitth. f. Stat. Neapel 1880, 2. Bd.)
odbarvuje s velice dobrym vysledkem volnym chlorem;
do sklenéné nadobky vloZi se nékolik krystald kalium-
chloratum a pfidaji se 2—3 kapky kyseliny solné. Jak-
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mile se po€ne vyvinovali chlor, nalejeme do nadobky 5
az 10 ccm 50% alkoholu. Do této tekutiny vlozi se material,
ktery byl v 70%—90% lihu uschovan; s pocatku plave
na povrchu, pozdéji se potopi. Odbarveni nastane po
V4 hodiné, po pfipadé aZ po 2 dnech. Timto zplsobem
mozno odbarviti i Fezy pfFilepené na bilek. Dle vlastni
zkuSenosti jest methoda tato velice dobra.

P. Mayer pouzZiva téZ namisto kalium-chloratum mag-
nesium hyperoxydatum, ke kterému pfid4, dle potfeby,
vice nebo méné kyseliny solné a alkoholu; tato tekutina
odbarvuje pomaleji, ale neporuSuje tkani.

Unna doporucuje kyslicnik vodiCity ve 3% roz-
toku.

Grenacher odbarvuje pigment retindlni.u Ce-
phalopodd ve smési 1 dil glycerinu, 2 dily 80% alkoholu
s pfidanim 2—3% kyseliny solné.

Solné kyseliny s alkoholem, v rlznych kon-
centracich, pouziva se v rlznych pfipadech; rovnéz tak
i smési kys. solné a kys. dusi¢né v alkoholu.

Eau de Javelle. Tekutina tato sice odbarvuje,
ale nezachovava vzdy tkani; nyni se této tekutiny maélo
pouziva.

Vybrusy.

V mnohych pfipadech jest nutno vySetfiti tkang,
které chovaji mnoho organickych soli, tudiz tkané tvrdé,
i s uloZenymi solemi. V histologii pfich4zi to hlavné pfi
vy$etfovani kosti a zubl. Z téchto organl jest nutno
zhotoviti vybrusy tak jemné, aby dovolovaly vySetfeni
i pfi silnéjSim zvétSeni.

Jdc-li o zhotoveni vybrusu kosti, tu sefizne se nej-
dfive jemnou pilkou listek asi 0*5—1 mm tlusty, bud
podélny nebo pfFi¢ny, dle toho, jak chceme vySetfovati.
Tuto kosténou ploténku pFipevnime na tvrdy, Gplné rovny
podklad (nejlépe uZzijeme sklenéné zatky, kterd jest na
povrchu hladce brouSena); kost (nebo zub) pfilepime ku
ploSe obyCejnym peletnim voskem. Nejprve brousime plo-
ténku kostni na plochém rovném pilniku nebo na hrubo-
zrnném brousku; jakmile obdrzime na kosti rovnou plo-
chu, obruSujeme ploténku dale na velice jemném pilniku
nebo smirkovém papiru, nejlépe vSak na jemném brousku,
kde se veSkeré hlubsi ryhy od dfivéjsiho hrubého brouseni
vyrovnaji. Je-li povrch ploténky hladky, tu konecné vy-
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hladime jej uplné na filtranim papiru. Vyhlazena plocha
jest leskla. Nyni odstrani se vosk, a po ociSténi sklenéné
plochy pfilepime vybrouSenou plochu kostni ploténky
kanadskym balsémem na sklenény podklad. Ploténku
nutno dobfe k spodiné pfFitisknouti, aby byla Uplné rovné.
Kanadska pryskyftice, které pouZijeme k lepeni vybrus,
musi byti hustd. Nejlépe si poCiname tak, Ze nakdpneme
pryskyfici na sklo, nahfejeme ji na plameni, a na rozta-
venou pfitlatime vybrus. Kolem ploténky mozno jesté
nakapati pecetni vosk. Jakmile dobfe drzi na podkladu,
brousime druhou plochu stejné, jak bylo uvedeno. Brou-
Senim docilime ploténky UplIné prihledné.

Je-li hotovy vybrus dostatecné tenky, vloZzime jej
nejdfive do alkoholu, po pfipadé k odstranéni prysky-
fice do xylolu a pak do alkoholu, pfi ¢emZ jej Stétickou
oCistime; poté preneseme jej do alkohol-aetheru, a una
konec nechame ploténku na vzduchu Uplné vyschnouti.
Je-li vybrus dob¥e oCiStén a vyschly, tu nabyva bilé barvy;
pfi vysychani vnikd vzduch do vsech kostnich kanalk(.
Takto zhotoveny vybrus montujeme Uplné za sucha pod
kryci skélko, které ordamecCkujeme hustym asfaltovym la-
kem. (Vlozimc-li vybrus do pryskyfice, tu vnikne tato do
vSech kostnich dutinek a kanalk( a vybrus stane se Gplné
prihlednym, nepotfebnym.) Hodlame-li vybrus montovati
do kanadské pryskyfice, musime ploténku nejprve potéh-
nouti néjakou latkou, ktera zabréani prostoupnuti kanady;
k tomu GcCelu natirame vybrus na vSech stranach arabskou
klovatinou a po zaschnuti vloZime ho do kanadské prys-
kyfice.

Pravé tak, jak poCindme si pfi vybrusu kosti, pracu-
jeme i na vybrusu zubu. Cely zub upevnime pecetnim
voskem na sklenény podklad a obrousime zub (po délce)
az do mist, kde objevi se dutina zubu, nacez vybrus uhla-
dime, hladkou stranou pfilepime znova na sklo a obrou-
sime stranu druhou az do Zadané tlouStky. Po ocisténi a
osuSeni vybrusu montujeme tyZz bud na sucho, nebo po
natfeni arabskou klovatinou do pryskyfice. P¥i brouSeni
zubl musime byti velice opatrni; brousime bez velkého
tlaku, pfi ¢emZ plocha obrouSeného zubu musi byti dobfe
pfilepena, jinak odlamuje se velice kfehky email od po-
vrchu zubu.

Velice péknych a instruktivnich obraz( vybrusu kosti
i zubO obdrzime, impregnujeme-li kanalky a dutinky



79

kostni barvou. Methoda je tato: brousime ploténku kosti
tak dlouho, az je Uplné tenka a prihlednd; tento vybrus
Gplné vysuSeny vloZime do koncentrovaného alkoholického
roztoku fuchsinu. Roztok fuchsinu pfivedeme na vodni
neb piskové lazni do varu, pfi €éemZ ponechame vybrus
v barvé tak dlouho, aZz se alkohol GpIné odpafi. Cela plo-
ténka kosti jest pokryta vrstvou suché kovové se lesknouci
barvy. Alkoholicky roztok fuchsinu vnikne do vSech ka-
nalkd a bunék a pfi odpafeni barva v kanalcich uschne.
Vybrus pak znova brousime po obou strandch na jemném
kameni (za sucha!) a uhladime koneéné na papife.
Hotovy suchy prepardt montuje se do kanadské prysky-
fice. VeSkeré kanalky a dutinky jsou ostfe konturovany,
Cervené zbarveny.



V1. Mikrotom.

Mikrotomem nazyvame pfistroj, kterym jest mozno
z prepardtu hotoviti velice jemné fezy urcCité tlouStky.
V obchodech nachazi se mnoho mikrotomd rliznych sys-
tém0. Neékteré mikrotomy jsou zafizeny pouze ua fezy
celloidinové, jiné jenom na fezy paraffinové; nékterych
mikrotom& moZno pouZiti pro oboji methodu. Zafizeni
mikrotom@ jest jiz v principu velice rlzné; bud n0z
pohybuje se stdle v urcité poloze a proti nému se zveda

R preparat bud Sroubem
' o a _ nebo po naklonéné plose
(o "y 1@’ 4/ posunovany, anebo nlz

- ““.rr-‘_& zlistava v pevné poloze

w a na né preparat do-
pada. U vétSiny novych
mikrotomd poSinuje se
preparat samocinné do
vySky v libovolném roz-
| sahu; na nékterych pfi-
=3 strojich mozno dociliti
posunovani i o rozdilu
pal [i. Nejjednodussi
mikrotom jest nyni velice zfidka pouZzivan; je to t. zv.
mikrotom Ranvierltv (obr. 42). Tento sklada se
z dutého vélce, ve kterém se Sroubem posunuje pist. Na
povrchu valec nalézd se rovna, Sirokd plocha. Na pist
pfipevni se preparat, Sroubem se poSine pist do urcité
vySky a rovnym nozem, ktery se polozi na horni plo-
chu, sefizne se Cast preparatu nad plochu vyc€nivajici.
Ryl to jeden z prvnich mikrotom0, ktery mél nahraditi
fezani prosté. Podobné zafizen jest mikrotom R eichcr-
tlv pro fezani prosté, ktery ma ve valci svorky na
upnuti preparatu.

Mikrotom tento mozno doporuciti, nebot Uplné staci
1na obyc€ejné a rychlé vySetfeni, obzvlasté v praxi léka-
fové, kdyZ jde jenom o pouhé a rychlé rozpoznani (ua pfF.
nadord). MozZno jim Fezati nejen konservovany material
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v alkoholu bez zaliti do paraffinu nebo celloidinu, ale
i material zality. Takto zaFizeny mikrotom jest velice levny
a postaci uplné. Hodlame-li fezati preparat nezality, tu
vlozime jej mezi dva Spalicky z t. zv. ,,bezové dusc“,
svorkou jej stiskneme a FeZeme i s dfeni bezovou, kterd
se ve vodé neb lihu odstrani. Na principu prostého ve-
denf noZe bylo sestrojeno mnoZstvi mikrotomd, i tak vel-
kych, Ze fezany jimi i celé mozky (Mikrotom Gudendv).

Druhy princip, kde nlz jest pfipiat na tézky, Zelezny
klin, pohybujici se v safkéach, a kde preparat jest zapiat

Obr. 43.

do svorky, ktera se riznym zplsobem do vy3$ky posunuje,
jest princip Rivertdv. Na principu Rivertové
jsou sestaveny téméf vSechny mikrotomy, které nesou
rlizna pojmenovani, hlavné podle firem, které je s rlznymi
modifikacemi vyrabéji (Jung, Schantze, Reichert, Zimmer-
mann atd.). Jiny mikrotom, tomuto podobny, jest mikro-
tom sankovy. PonévadZ jest velice dllezité seznamiti se
s rlznymi druhy mikrotomd, chci se o nékolika druzich
zevrubnéji zminiti.

Safikovy mikrotom se Sikmou plochou t. zv. J un-
g 0 v. Na vétsim podstavci — za Géelem vétsi stability —
jest kolmo pfFipevnéna massivni plotna (obr. 43.); na
plotné na strané pravé probiha pod ostrym Uhlem lista,
kterd tvofi s kolmou plochou drahu pro sanky. V dréaze
pohybuje se tézky Zelezny klin, safky, na ktery se Srou-

Rejsek, Mikroskopicka technika. 0
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beni pfipevni nGz. Sarnky musi pfesné na drahu naléhati
a lehce se po ni pohybovati; aby tfeni se zmenSilo, nedo-
Iéhaji safiky plnou plochou na drahu, nybrZz spocCivaji jen
na nékolika bodech tFfecich. Na strané levé
jest pfipevnéna na kolmou sténu rovnéz pod ostrym Ghlem
probihajici jina lista, kterd jest sklonéna nazad a tvofi
drahu, ve které se pohybuje jiny tézky, Zelezny Klin;
t. j. t. zv. sdnky pro objekt. Na tomto klinu pfipevnéna
jest zvlastni svorka k upevnéni preparatl. Ponévadz tato
draha tvofi naklonénou plochu se sklonem od pfedu do-
zadu, musi nutné preparat, ktery do svorky sanék jest
zapiat, poSinutim dopfedu vystoupiti do vySky. Jina
dllezZitad soucast mikrotomu saiikového jest mikrometricky
Sroub, ktery, na svorce upevnén, naléza se za sankami
pro objekt. Zafizen je tak, Ze mozno svorku se Sroubem
upevniti na drédze sané k. Mikrometricky Sroub,
ktery nejprv cely nazpét vyto¢ime, posunujeme k sankam
objektnim tak dlouho, aZ se jich hrotem dotyka. Pfipev-
nime-1i Sroub v draze a otdCime-li jim, posunujeme Klin
s prepardtem dopfedu a do vySky. Kdyz zndme U(hel
sklonéné plochy a vySky Sroubovice, lehce si vypolteme,
0 kolik ¢asti milimetru vystoupi preparat do vySe pfi
jednom otoceni Sroubu. U mikrotomu ,,Jung“ jest vySka
Sroubovice takova, Ze jedno Uplné otoCeni Sroubu posune
safiky objektu dopfedu o tolik, Ze preparat vystoupi
o 15 fi. Na Sroubu jest pfipevnéna vétsi deStiCka zafezy
rozdélena na 15 dilkd, do kterych zapada pruzné péro;
péro udava, o kolik zafez — zoubkl — se kole¢ko oto-
¢ilo. KdyZ rozdéleni koletka vykazuje 15 zafezl, tu oto-
Cenim koleCka o jeden dilek — totiZz od jednoho zafezu
ke druhému — zvedneme preparat o 1 fi.

Podobné jsou zafizeny saikové mikrotomy se Sikmou
drahou jinych firem, az na nékteré malé Gchylky, které
mozno ihned postfehnouti.

Mikrotom Albrechtdv (obr. 44) vyrabi fa.
Reichert; jest sestaven na podkladé Sikmych sanék, ve
kterych se pohybuje svorka pro preparat. V sankach jest
volné uloZena dlouhd pohyblivd kovové tycinka, kterd se
v nich upevni Sroubem, a to tehdy, kdyz dotyka se jem-
ného posunovaciho $roubu. U mikrotomd, kde posunovani
déje se jemnym Sroubem, jest nutno tento vytoéiti zpét
do plvodniho postaveni, kdyZ doSel ke konci. U mikro-
tomu Albrechtova je této vadé zpétného vytaceni Sroubu



83

velice dobfe odpomozeno. Kon¢i-li u tohoto pFistoje Sroub,
moZzno cely posunovaci pfistroj otociti kolem osy, ¢imz
zadni konec Sroubu dostane se kupfedu. DFive uvedenou
pohyblivou ty¢inku v sanich uloZzenou uvolnime a posu-
neme tak, aby se opc¢t dotykala Sroubu, €¢imZz mozno
znovu preparat posunovati do vySky. Pfi otaCeni Sroubu
a posunovani tycinky neni nikterak dotéena poloha pre-
pardtu, takZze mozno tento dale Fezati, aniZz pozorujeme,

Obr. 44.

7e nlz sefizl tlust$i fez, nebo Ze vibec nesefizl, jako se
stdva u mnohych jinych strojd.

Sanky pro nlZ jsou staveny podobné jako u mikro-
tomu Jungova s tim rozdilem, Ze Sikma plocha jest na
strané zevni, kolma pak na strané vnitfni. Zafizeni toto
ma tu vyhodu, Ze n(Z nalézd oporu v kolmé plose a
nezveda se pf¥i fezani tvrdych preparatd, na pf. pfi fezani
ehrupavek, kosti — v botanice pfi Fezani rliznych dfev.

Mikrotomu moZno pouZiti pro Fez&dni materidlu jak
v cclloidinu, tak i v paraffinu zalitého.

Sankovy mikrotom s kolmym posunovanim prepa-
ratu. Mikrotom Beckrilv.

6*
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Na pevném podstavci jest kolmo postavena deska,
kterd mé& ua své pravé strané pripevnénu liStu, tvofici
drahu sanék pro nQZ; ua levé strané jsou dvé kolmé listy,
ve kterych se posunuje ploténka se svorkou pro objekt.
Pod svorkou uloZen jest jemny Sroub, ktery pfi otd€eni
svorku zveda. Ponévadz otdéeni Sroubu pfendsSi se pfimo
na svorku, vystupuje preparat rychle do vysky. Aby
zvedani bylo jemné, mé& Sroub na svém dolnim konci
velkou kulatou desku, na obvodu zoubkovanou (obr. 45.).
Pfi znamé vysce $roubovice a poetu zubl na desce, jest
mozno uréiti, o kolik se zvedne preparat pfi otoceni ko-

Obr. 45.

IéCka o jeden zoubek. Toto zvednuti €ini obycejné 2 fi
(u pFistroje fmy Reichert). Otaceni ozubeného kolecka
ourdity pocet zoubkl déje se bud prosté rukou, nebo jest
u mikrotomu t. zv. automatické posunovadlo; s&fiky pro
nlZz nardzeji totiz na hrot, ktery pakou, jejiz konec za-
pada do zoubkd koletka, otaéi toto o urdity pocet zubd,
a tim preparéat zvedd. Hrot mozno posunovati a 1a ném
jest vyznadeno v Cislech, o kolik zoubkd se kolecko pfi
urcité délce hrotu poSine. ZaFizeni toto jest velmi praktické.

Svorky objekt ni. Zapneme-li preparat do
svorky, tu vidime nmohdy, Ze je tfeba skloniti preparat
na tu neb onu stranu, abychom docilili spravného Fezu.
V obycejné svorce jest otaCeni preparadtu velice obtizné.
Nevyhodu tuto odstrani rdzné zafizené svorky. Jeden
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druh jsou t. zv. svorky kulovité; Cep, na kterém vlastni
svorka jest pfipevnéna, ma kulovité zakonceni, ulozené
do kulovitého loZiska; tim umoznén na svorce pohyb rdz-
nymi sméry. Vada svorky kulovité zalezi v tom, Ze jeji
upevnéni neni tak dokonalé, jak mnohdy materidl vyZaduje.

Jina, mnohem stabilnéjsi svorka jest t. zv. ,neapol-
skda#d Tato svorka dovoluje dvéma nekon€enymi Srouby,
zasahujicimi do Sroubovice na useCkach Kkruhovitych,
pohyb preparatd ve dvou hlavnich smérech; kombinaci
obou mozno pak libovolné preparat ustaviti.

Upevnéni noze. Najmenovanych mikrotomech
se nlz pripevni obyCejné Sroubem k sankam, zdstava
tudiz sklon noZze k prepardtu vzdy tyz. V mnohych pfFi-
padech v8ak, jak pozdéji bude uvedeno, jest nutno rlizné
skloniti nGz k preparatu; toho docilujeme zvlastni svor-
kou, kterd se nejdfive Sroubem na sanky pfipevni; do
této vlozi se nlz, ktery dvéma S$rouby se utahne. Svorka
dovoluje, aby ostfi noze bylo do rdzné polohy sklonéno.
Jiné svorky dovoluji, aby ndZ stal uplné napfig, totiz
kolmo na podélnou osu mikrotomu; postaveni toto jest
nutné k fezani fezd v paraffinu.

Jmenované mikrotomy jsou hlavné k feztm z celloi-
dinu; le¢ mozno jich uziti téZz k fezlm z paraffinu, ma-
me-li svorku na pficné postaveni noZze.

U jiného druhu mikrotom{, kterych se pouziva hlavné
na fezy paraffinové, nepohybuje se nliz na saikach, nybrz
jest pevné zasazen a posouva se automaticky jemnym
mikrometrickym Sroubem smérem k preparatu, ktery na
néj dopada.

Tak zafizen jest t. zv. ,Rockingmikrotom# (obr. 46.).
Na dvojramenné pace jest pfipevnén preparat; paka se
zvedd excentricky uloZenou osou velkého kole¢ka a do-
pada ustavicné na totéz misto; kdykoliv dopadne preparat
na ostfi noZe, sefizne se z ného fez. PFi dalSim otoceni
posune se nlZ o uréity pocet zoubkd samocinng proti
preparatu, a to v dobé, kdy péka s preparatem se zveda;
nez tato dopadne, jest nGZ jiZz posunut a preparat opét
se odfizne. Timto pfistrojem rychle zhotovime z prepa-
ratu vhodné upraveného velky pocet jemnych, stejné tlus-
tych fezl od 1az do 20 \i tloustky. Mikrotom Rockinglv
zatlacen nyni jinymi druhy, hlavné mikrotomem dle M i-
not a.
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Mikrotom Minotiv firmy ,,Zimmermann® v Lipsku
jest zfizen i na vétsi v paraffinu zalité objekty, a mozno
jim Fezati téZz preparéty, zalité v celloidinu. Tento mikro-
tom ma ndZ apIné stabilni; preparat jest pfipevnén na
Zelezném valeCku, ktery jest zapjat do sanék. Tyto sanky
se pfivedou excentrem do pohybu nahoru a dold;
preparat pfejde pfes nlZ, sefizne se a opét vystoupi se
safnkami. PFi tom vSak samocinné zasahne paka do ozu-
beného koleéka, které se otoCi o urcity pocet \i a posune

Obr. 46.

preparat dopfedu. Mikrotom Minotlv jest velice stabilni
a precisni, umoZzfiuje posunovani od 5 [i az do 30 i vice.
Tento mikrotom vykazoval jeSté nékteré nedostatky, které
byly Minotem opraveny, a takto opraveny pfistroj
vyrabi fa. Reichert (obr. 47.). ZlepSeni zalezi pfedné
v automatickém posunovaci, ktery je spojen velkym ozu-
benym kolem, posunuti o jeden zoubek déla 1 \i. Dalsi
Uprava zalezi v tom, Ze mikrometricky Sroub posunovaci
jest upevnén do matky, kterou moZno na zpusob klesti
otevfiti, a tak se Sroub lehce posune nazpét, aniZz se musi
Sroubem otadeti. NGZ jest upevnén ve svorce, kterou
mozno sklanéti.
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Vedle jmenovanych mikrotom{, které jsou pomérné
dosti drahé, vyrdbéji se mikrotomy mensi a jednoduseji
zafizené, t. zv. studentské mikrotomy. Jung vyréabi po-
dobné pfistroje na principu Ranvierova ruéniho mikro-
tomu; lze jej pFipevniti k desce stolu a mé& bud samoéinné
zdvihadlo nebo posunuje se rukou.

Podobny maly pFistroj vyrabi firma Rcichertova; do
ného mozno zapnouti rdizné noZe, bfitvu a p. a fezati
sv paraffinu neb celloidinu. K témto mikrotom(im mlzZeme

Obr. 47.

pouziti pfistroje na mrznuti preparatu etherem neb ky-
selinou uhliéitou. Misto svorky na zapnuti preparatu jest
duty hranol, ve kterém jest ulozeno ,,spray“. Z nadobky,
naplnéné etherem, vedeme gumovou rourkou ether do
dutého hranolu, ve kterém tento gumovym balén-
kem rozprasujeme. Ether pdsobi zmrznuti mensiho pre-
paratu, uloZzeného na vrchni vroubkované desce hranolu.
Rez preparatu sejmeme opatrné s noze, vlozime do fysio-
logického roztoku, rozprostfeme jej a IziCkou pFfeneseme
bud do lihu nebo do barvy (barvi se i za Cerstva, hlavné
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tehdy, jde-li oreakce, na pf. amyloidni, na glykogen atd.).
Rezy takto zhotovené hodi se jen pro rychlou orientaci.

Sartorius (Gétingen) vyrdbi mikrotomy, které
jsou stavény na principu véalcovém (jako vidime u par-
nich stroji), kde ndZ se pohybuje vc zvlasté upravenych
safikach pomoci valci (obr. 48.). Jiny druh mikrotomu
je ten, na kterém mozZno Fezati velké, vc tvrdém paraf-
finu zalité preparaty, jakoZ i jemné fezy z rlznych druh
drev.

Obr. 48.

Mikrotomové noze.

Velice dllezitou souéasti mikrotomu jest ndZ; na ja-
kosti noZe zavisi téZ jakost fezli. NoZze mikrotomové maji
riznou formu, kterd odpovida vZdy stavbé toho kterého
mikrotomu. Zevni formou liSi se noze hlavné dle toho,
zapinaji-li se pfimo na safiky Sroubem nebo do svorky,
kterd teprve se pfipevni na sanky (obr. 40.). Prvni druh
méa drzadlo zahnuté, ve kterém jest vyfez pro Sroub. Né-
které noze postradaji uplné drzadla. Kazdy n0zZ jest klin,
bud protdhlejsi, tudiz na hfbeté tenSi, nebo plochy jeho
rychle k sobé se sklanéji, tudiz na hfbeté pfi stejné Sifce
noze silngj$i (obr. 50.). Brouseni klinl jest rovnéz roz-
dilné; bud jsou obé plochy Gplné rovné, nebo jest spodni
plocha rovné, horni pak duté vybrouSend, nebo jsou obé
plochy duté brouseny. Ostfi noZe nebrousi sc tim zplso-
bem, Ze by se obé plochy, klin noze tvofici, vybrousily
do Uplného ostfi; ndZ brousi sc sc strany spodni Gplné
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rovné, na strané horni vSak ostfi vytvofi se novym Kkli-
nem, docela malym, ktery se sklani pod urcitym dhlem
k ploSe noZe; je to velice ddlezité pro opétné brouseni
noze a dluzno hledéti

k tomu, aby brouSeni , ——————— —
délo se vzdy stejné. Za , MH"“ '
tim Gcelem zaSroubuje
se nliz do valeCkového
drzadla; véaleCek pfFi
brouSeni lezi na bruse,
¢imZz wudrZzuje se stale
stejny sklon. BrouSeni
mikrotomovych noZzd
vyZaduje velkého cviku
a trpélivosti. Na ostfi
nesmi bytit. zv. ,,jehly“
ani zubd; o bezvadném » —
ostfi se presvéd€ime, —
prohlédnemc-li je pod
mikroskopem asi  pfi S
100 X zvéteni. Obr. 49.
Preparaty, které byly zality do cclloidinu, feZeme
nozem, jehoz klin je tenky, na horni strané duté brou-
deny; je-li objekt tvrd$i, tu nutno vziti nGZ silngj$i. Na

W
e

Obr. 50.

fezy paraffinové jsou vyhodnéjsi noze kratké, ale silné,
které se neprohybaji a jsou z obou stran ploché. Noze
takové vyrabéji rlzné firmy, a jest vidy nutno udati, zda
zadame ndz pro celloidin & paraffin.



VI1I. Pfiprava a montovani preparat(.

Skélka podloZzni a kryci.

Skla podloZni i kryci maji byti z dobrého materiélu,
bezvadna, to jest musi byti ¢&istd, prlhledna, bez kazd
(ne zelend!). Nejlepsi skélka se zhotovuji ze skla solingen-
ského a jejich hrany se obruSuji nebo hladi. Jak pod-
lozni, tak i kryci skélka pfichazeji do obchodu vrdznych,
dle urcité délky se tfidicich formétech, z nichZ nejzné-
mejsSi je tak zvany format anglicky, vidensky a giessen-
sky. Skélka podlozni giessenského formatu jsou 48 mm
dlouhda a 28 mm 3iroka, videfiského formatu G5X 26 mm,
anglického formatu 76x26 mm. Dale jest zvlastni velky
format 87 X 37 a 87 X55. Rlznym formatdm skel podloz-
nich odpovida rlizna velikost skel krycich, ktera jsou fe-
zdna bud do ctverce, obdélnika, nebo do kruhu. Miry
bézné jsou do Ctverce: 12, 15, 18, 21 a 24 mm, téchze
mér jsou priméry skel kulatych. Nejb&Zngjsi obdélnikové
miry jsou: 24x21, 32x24, 50x40. ObyCejné Z&dané
tlouStka krycich skel byva mezi 015—0-22 mm, pro vy-
Setfovani homogenni immersi maji byti skélka nejvySe
0-1 tlustad. (Viz str. 17.)

Dfive nez pouzijeme skel, jest nutno, aby byla Gplné
Cistd. Velice Casto dostaneme v obchodech skla, hlavné
kryci, kterd jsou téméf neprlhledna, jako by byla za-
razend, mnohdy az mlékovité zbarvena. To stava se tehdy,
lezi-li skla po delSi dobu na skladé. Kryci skélka jsou vyra-
béna z velice mékkého skla, a béhem doby vykrystaluji na
jich povrchu soli ve skle obsazené. Skélka takto ,,nabé&hla“
Cistime tak, Ze je vloZzime do slabé kyseliny (nejlépe solné
as 3%), naceZ je omyjeme destilovanou vodou a ponofime
do lihu. SuSime je platnem nebo hedvabnym hadfikem.
Skélka musi byti naprosto Cista, hlavné tehdy, kladou-li
se na né sériové fezy z paraffinu nebo celloidinu. Tloustka
skel ma byti pokud mozno nejmenSi. Na tlouStce skélka
kryciho zalezi velice mnoho, hlavné proto, ponévadZ jsou
na uréitou tloustku kryciho skélka zhotoveny rdizné systé-
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my objektivnich €oCek. Jsou to hlavné objektivy appo-
chromatické. Pouzijeme-li silngjSich skel krycich, nez jak
jest udéano pro ten neb onen objektiv, pak obdrZzime obraz
preparétu nezfetelny, jakoby rozmazany. Jak jiz pfi objek-
tivech uvedeno, jsou silnéjSi éoéky opatfeny zvlastnim
zafizenim, t. zv. korrekénim kruhem, kterym moZnoregu-
lovati objektiv pFi tlusts§im krycim skélku. (Viz str. 30.)

Vseobecné o pripravé trvalych preparatd.

Kazdy fez, ktery chceme uschovati jako trvaly pre-
parat, at jestjiz fezan v celloidinu nebo paraffinu, musi
byti uloZzen v jistém prostfedi. Obycejné to jsou prysky-
fiénaté latky, zfidka kdy glycerin, nebo jina tekutina.

Dfive v3ak, nez jest mozno uloZiti fez do pryskyfice,
musi projiti rGznymi latkami, nakonec pak takovymi,
které vlozeni do pryskyfice dovoli. Voda nebo alkohol
srazi na pf. kanadsky balsam, zato vSak se pryskyfice
dobfe snasi s rGznymi oleji, s xylolem atd. Postup ke
zhotoveni trvalého preparatu, ulozeného v pryskyfici, je
tento:

1. Rez, ktery uloZen jest v alkoholu, pfeneseme lopa-
tickou do destil, vody (neni-li pfedpis pro barveni pfimo
z lihu); Fez tento nésledkem diffuse lihu poCne se na vodé
rychle pohybovali. Je-li fez pfili§ tenky, midZe se rlzné
sto€iti a prehéazeti tak, ze neni jiz k potfebé. Chceme-li
tomu zabréaniti, pfeneseme jej nejdfive do smési alkoholu
a vody, a pak teprve do Cisté vody.

2. Z vody pfeneseme fez do pfipra-
vené barvy (na pf. Haematein kamencovy).

3. Z barvy pfeneseme fez do vody. Ve
vodé zUlstane tak dlouho, aZ ve$kerd pfebytec¢na barva
se z fezu vylouci; jest radno Fez jeSté jednou pfFenésti
do @isté vody.

4. Z vody pfeneseme obarveny fez do
96% lihu, ktery po nékolika minutach vyménime; déje
se tak za tim UCelem, aby veSkera voda z preparatu byla
odstranéna — prepardadt se odvodni.

5. Dobfe odvodnény prepardt pfeneseme lopatickou
do prosvétlujiciho oleje, nejlépe do origanského. V oleji
plave fez nejdfive na povrchu, pozdéji, kdyz olej Ffezem
UplIné pronik], se ponofi.
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6. Prosviceny ¥fez pfeneseme lopa-
tickou na podlozni skélko a veSkeren pfe-
byteény olej odstranime nahnutim skélka.

7. Po odstranéni oleje z prepardtu nakapneme na fez
kanadsky balsdm a na tuto kapku pFilozime kryci skélko.

Vady, které se pfi tomto pochodu vyskytuji, zalezi
hlavné v tom, Ze preparat nebyva uplné odvodnén; to
poznavame ihned, jakmile pfeneseme fez z lihu do (leje.
V onéch mistech, kde zlstala je$té voda a kam olej ne-
mohl vniknouti, objevi se bilé neprihledné skvrny a pre-
parat se neprosviti. Na fezech celloidinovych zlstava gasto
colloidin mlékovité bily, voda z celloidinu nebyla vyta-
Zena. V takovém pfipadé nutno pfeneésti fez z oleje nazpét
do lihu a pak opét do oleje. V nékterych pf¥ipadech ne-
pozorujeme zkaleni fezu v oleji; kdyz vSak pFikryjeme
fez jiz v pryskyfici uloZeny, tu objevi se bud zkalena
mista neb malé krdpéje. To stava se tehdy, kdyZ oleje
bylo dlouho pouZivdno a s preparaty bylo do ného pfe-
neseno mnoho alkoholu; tento alkohol teprve dodatecné
srazi kanadskou pryskyfFici. V takovém pfipadé nutno na
fez, ktery zdstane na sklicku podloznim v kanadé ulozeny,
nalcapati xylol, by se veSkery kanadsky balsam rozpustil
a odstranil; potom mozno znovu, neni-li fez po xylolu
zkaleny kanadskou pryskyfici, preparadt pfikryti. Neni
tudiz radno oleje prosvétlovaciho pouzivati po dlouho
dobu, nebot byvé jiz alkoholem prosyceny, a tento srazi
pryskyfici, ktera jest v ném nerozpustna.

Nékdy pozorujeme na Fezu teCkovitd neb linearna
mista nezbarvena; to stava se tehdy, kdyZz pouzito bylo
jehly, kterou jsme fez z vody vyjimali, olejem zneCiSténé.
Olej s jehly byl pfenesen na preparat a nedovolil pFistup
vodné barvy do preparatu. Jehly preparacni nutno vzdy
oCistiti, jakmile pfFiSly ve styk s olejem.

Trvalé preparadty montované v glycerinu.

V nékterych pFipadech neni radno pouzivati k monto-
vani kanadského balsamu, jelikoZz se v ném pro velky
lom svétla ztraceji jemné detaily v preparaté. Takovy
preparat ukladame do rozredéného glycerinu timto zpd-
sobem: Rezy, bud zbarvené nebo nezbarvené, pfeneseme
z vody do misky se smési glycerinu a vody v poméru
1:1,nebo dva dily glycerinu ajeden dil vody. Po dobé
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nékolika minut (neb déle) pfFeneseme fez na podlozni
sklicko, pfFihlizejice k tomu, aby se nepfeneslo na skélko
pFilis mnoho glycerinu. Rez pfikryjeme krycim skélkem,
na jehoz spodni stranu dame malou kapku glycerinu proto,
aby nezlstaly vzduchové bublinky v preparate.

Kryci skélko nedrzi vSak pevné na preparaté, teku-
tina by po néjakém case vysolila a preparat stal by se
tim nepotfebnym. Preparaty v glycerinu uloZené je tfeba
orameékovati, coz Cinime rlznym zplsobem. Nejlépe se
k tomu hodi t. zv. asfaltovy lak (Zelezny lak), ktery mame
uschovany v lahvi¢ce se Sirokym hrdlem. Musi byti syru-
povité konsistence, ne pfili§ tekuty. Sklo podlozni kolem
kryciho skélka nutno dlkladné oéistiti, aby nebylo zne-
CiSténo od glycerinu (proto se hledi vziti s prepardtem co
nejméné glycerinu, aby pod skélkem krycim nevytékal na-
venek). Pak vedeme
Stétec v asfaltu na-
mocCeny  po okraji =
kryciho skélka; tim
zplsobem zhotovime
ramecCek kolem pre-
paratu. Lak nesmi
byti prili§  tekuty, obr. 51.
aby nepretekl pfes
skélko nebo nevnikl pod skélko kryci na fez. Ramecek
asfaltovy roz38ifime as na 3 mm po skélku podloznim.

Toto montovani preparatu do glycerinu a ordmecko-
vani asfaltem vyZaduje dosti cviku.

PohodInéjSi oradmeckovani preparatu umoZziuje pfi-
stroj (obr. 51.), ktery sklad4 se z dfevéného podstavce,
na némz upevnéna kulatad deska, lehce otaCiva, kterd ma
kruhové déleni. PFikryjeme-li preparat v glycerinu
ulozeny kulatym skélkem, tu poloZzime podlozni sklo
na desticku tak, aby kulaté kryci skélko krylo se pfesné
s kruhem na desce vyrytym. Namocime Stétec do asfal-
tového laku, levou rukou otdfime desku, pfi ¢emZ pravou
rukou pfidrzujeme Stétec na okraji kryciho skélka, a tak
snadno ordmecCkujeme preparét.

Nemaéa-li fez v glycerinu byti uschovan na dlouhou
dobu, nybrz ma-li byti jen na kratky cas pro vySetfeni
pfed vyschnutim chranén, mozno zhotoviti ramecek z pa-
raffinu. Silngjsi drat, nebo malou IzZicku nahfejeme nad
plamenem, vlozime do paraffinu a kapku tekutého paraf-

s ~.: l-:: = ‘m—' ,.
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finu poloZzime nejprve na rohy kryciho skélka. Tim pfipevni
se ponékud skélko a nyni klademe teply paraffin na hrany
kryciho skélka.

Podobné moZno orameékovati preparéat smési Zlutého
vosku a kolofonia. 2 dily vosku a 7—9 dild kolofonia
za tepla dlikladné promisime a ke smési pfidame trochu
rumélky v prdSku. Smés nechdme vychladnouti. Rdmeéek,
ktery je trvaly, zhotovujeme stejnym zplsobem jako
u paraffinu.

Hlavni podminkou trvanlivosti rameckd jest naprosta
Cistota skélka, aby adhese mezi sklem a lakem nebo
voskem byla Uplna. Zdstane-li na skle glycerin, rameéek
se velice snadno odloupava.

Montovani velkych Fezd.

Velké fezy, které jsou také znacné tlustSi, kterych se
méa pouziti pro demonstraci, uzavira Schenk timto
zplsobem: Rez necha Uplné prosaknouti glycerinem. Kdyz
se stal préhlednym, vlozi se mezi filtraéni papir a odstrani
se z ného veSkeren pfebyte€ny glycerin. Potom poloZi se
fez na podlozni sklo a nakape se nafn Fidky, v xylolu
rozpustény kanadsky balsdm, odstrani se velké bublinky
vzduchové a pFikryje se krycim sklem. Kanadska prysky-
fice obleje cely preparat, ktery zdstal Gplné prdhledny,
jenom tehdy, byl-li pfebyte¢ny glycerin odstranén. Toto
montovani velkych fezl se velice dobfe osvédduje.



VIIl. P¥iprava k hotoveni ezl jednotlivych
a seriovych.

Jak jiz dfive uvedeno, mozno jen Castky prdhledné,
svétlo dostate¢né propoustéjici, mikroskopicky vySetfo-
vati, nehledice ovSem ke zkoumani, kdy vySetfujeme ve
svétle dopadajicim a ne prostupujicim. PFi nejvétsi jistoté
fezani z volné ruky bfitvou nebo plochym nozem jest
pfece jen velice obtizilo obdrZzeti stejné tlusté Fezy a
vlibec nemoZno — zejména p¥i malych objektech — fe-
zati material z volné ruky na serie. Aby se docililo vhod-
nych fezl, bylo hleddno odedavna néjaké prostiedi, do
kterého by se preparat ulozil, aby mohl byti Fezan. Tak
uzivano dfive na pf. mydla, do nclioz byl preparat zalit,
a pak fezadn (do techniky zavedl mydlo Flemming). Po-
dobnych prostfedi byla velkd fada. Pozdéji bylo pouzi-
vano vosku s olejem; do této smési byl preparat pro dalsi
zpracovani vlozen. Avsak prace s veSkerymi témito pro-
stfedky byla velice nesnadna. Velmi dobfe se osvédcil
paraffin a dosud jest v mnohych ptipadech, hlavné pro
malé a embryologické objekty, uZivan. Pro objekty vétsi,
zv1asté vsak pro takové, které sloZeny jsou ze tkané rlizné
tuhosti, osvédCilo se nejlépe zalévani do celloidinu. Jak
paraffinu, tak celloidinu uZiva- se s prospéchem proto, Ze
jsou to latky naprosto objekt prostupujici, které se sta-
vaji s objektem jednolitymi, nerozpadavaji se a nedrobi.

A. Methoda zalévani preparatd do celloidinu.

Cclloidin (rozpudténad stfelna bavina v etheru) do-
stdvd se do obchodu v tuhych a elastickych tabulkéch.
Cclloidin rozkraji se na malé kousky, které se rozpoustéji
ve smési alkohol-etherové, a to jednoho dilu alkoholu a
dvou dild etheru. Rozpustény cclloidin uschovame v lahvi
dobfe zatkované; roztok zakladni musi miti hustotu sy-
rupu. Ze zakladniho roztoku pfFipravime roztoky rdzné
koncentrované. Pfi zalévéani preparatu do celloidinu po€i-
ndme vzdy s roztokem velice fidkym, nebot jen takovy
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roztok muize prostoupiti preparat, vyplniti veskeré du-
tinky a prostory mezi tkani. Hustého roztoku upotfebime
ke koneC¢nému zaliti, nebot tvofi pouze vrstvu kolem pre-
paratu a vnikne jen do velkych, od povrchu pfistupnych
dutin.

Pfiprava preparatu pro zaliti do
celloidinu.

Preparat musi byti velice dobfe odvodnén, je tudiz
nutno, aby materidl byl alespofi dvakrate prelozen do
absolutniho (nebo aspon spolehlivé do 96%) lihu. Z lihu
pfeneseme preparat do smési alkoholu a aetheru, ve které
jej nechame podle velikosti 2—24 hodiny leZeti. Ze smési
alkohol-aetherové ulozi se preparat do Fidkého roztoku
celloidinu, nebo postupuje se tak, Ze k preparatu, ktery
jest uloZen ve smési alkohol-aetherové, pfidame velice
malo zakladniho roztoku celloidinu, aby povstal roztok
fidky. V fidkém celloidinu nechame preparat po néjakou
dobu lezeti, &im déle, tim Iépe. Jest naprosto nemozno
udati, jak dlouho mé& preparat v celloidinu leZeti; doba
ta jest zavisla hlavné na hustoté vaziva, ze kterého jest
dotyény preparat slozen. Tak na pf. jatra, ktera jsou
organ dosti jednolity, mozno mnohem dfive z celloidinu
vyjmouti, nez klzi, ve které nachazime jednak tuhé a
husté vazivo ve 8kafc, do kterého roztok velice pomalu
vnika, jednak vazivo fidké, které daleko Iépe celloidin
propousti. Cvikem nau€ime se usuzovati, jak dlouho ten
ktery material dluzno ponechati v fidkém celloidinu. Zali-
vejme vzdy Ufezky pokud mozno malé. Z preparatu, ktery
jest po ploSe vétSich dimensi, dluzno zalévati pouze tenké
,,listky“. Hodlame-li na pf. zhotoviti fezy celou ledvinou
kralika, tu ledvinu utvrdime a rozfizneme v poloving tak,
aby plocha Fezu byla rovna. Potom sefizneme listek para-
lelné s prvnim fezem asi 2—3 nim silny, ktery vlozime
do Fidkého celloidinu.

K roztoku celloidinu, ve kterém jest preparat ulozZen,
pfidame za jeden nebo dva dny trochu celloidinu hustého,
ale opét jen tolik, aby roztok jen nepatrné zhoustl. Za
nékolik dni mGzZeme preparat pfeloZiti do roztoku hustého
(syrupového), a to tak, Ze do sklenéné nadobky s plochym
dnem, do které nalejeme husty celloidin, vlozime preparat,
Fidkym celloidinem jiz prosakly. Nadobku p¥ikryjeme s po-
Catku tak, aby se nemohla smés alkoholu a aetheru rychle
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odpafovali. Kdyz vkladame preparat z fidkého celloidinu
do hustého, objevi se obycejné v hustém celloidinu
ve hloubi veliky poc€et vzduchovych bublinek, které nutno
dostali na povrch, aby se ztratily; toho dosahneme tim
zplisobem, Ze nadobku dlkladné pfikryjeme. Jakmile se
bublinky vzduchové vytrati, pfikryjeme nadobku jen
lehce, totiz tak, aby se smés alkoholu a aetheru docela
pomalu odpafovala. Odpafovanim celloidin houstne. Ne-
chame jej tak dlouho vysychali, az nabude konsistence
tuhé a elastické, podobné, jako ma v tabulce. Stava se,
Ze pfi rychlém vypafovani se smési alkoholu a aetheru
ztvrdne celloidin na povrchu, ve vrstvé hlubsi vsak z0-
stdva Uplné mékky; tu radno obratiti nadobku otvorem
doll. Pary aetherové, jsouce tézké, klesaji dolli a rozpous-
téji ztvrdlou vrstvu, ¢imZ celloidin se stane stejnomérné
tuhym. Jakmile celd vrstva celloidinu s preparatem stejno-
mérné ztuhla, vyfizneme tento, ponechdme v3ak kolem
ného vrstvu celloidinu. Takovy Spalicek celloidinu s pre-
pardtem vlozime na okamzik do smési alkoholu a aetheru,
¢imZz zmékne povrchni vrstva celloidinu; ponofime pak
prepardt do celloidinu hustého a pfiloZime ho na dfevény
nebo, jak castéji se uZiv4a, na stabilitovy 3palicek. Po-
seCkdme malou chvilku, aby celloidin ponékud oschl, a
vlozime pfilepeny preparat do 70% lihu. V lihu utvrdne
preparat respekt, celloidin za nékolik hodin a pak mozno
jej fFezati. Tato mcthoda zalévani do celloidinu jest dle
zkuSenosti nejspravnéjsi.

Pro zalévani do celloidinu mozno pouZziti téz starSi
methody, ktera spociva v tom, Ze preparat, Fidkym cel-
loidinem prosakly, oblejeme celloidinem hustym pfimo
na stabilitovém nebo dfevéném podkladu, a po néjaké
dobé, kdyZz celloidin na povrchu ztuhl, vlioZzime jej ihned
do 70% alkoholu.

Podkladem preparatd (aby bylo moZno zapnouti je
do svorky mikrotomu) jsou dfevéné 3palicky, pokud moZno
malo pdrovité, a Spalitky z vulkanisované pryZe, t. zv.
stability. DFevéné S$palicky, dfive neZz jich pouZividme,
vlozime do Fidkého celloidinu, aby veSkeré jejich pory
vyplnil; jinak vidime, kdyZ preparat prilepime, Ze ze
dfeva vystupuje mnoho vzduchovych bublinek, preparat
takto pfilepeny neadhaesuje dostatecné k spodiné, takze
se pfi fezéani lehce odloupne. Mnohem Ilépe se osvédCuji
nafezané 3palicky t. zv. stability, které jsou tézké a bez

Rejsek, Mikroskopicka technika. 7



98

p6rl (lze je koupiti v obchodech s potfebami pro mikro-
skopii). KdyZ pfilepime na né preparadt a vloZzime je do
alkoholu, klesnou na dno, kdeZto dfevo plave na po-
vrchu alkoholu. Casto se stava, 7e preparaty na dfevé-
ném 3Spalicku pfilepené a nedostatecné ponofené obrati se
nahoru a vyschnou.

Velice nevhodné a nepraktické jest pouzivani pod-
lozek korkovych (zatek). Podklady korkové maji rdzné
vady; lezi-li na pf. preparat na korku pfilepeny po delsi
dobu v lihu, extrahuji se rGzné pryskyfiénaté a j. latky,
Iih hnédne a preparét taktéz se do hnédéa zabarvuje. Jind
obtiz nastava tim, Ze korek nasadkly lihem stdva se ve-
lice poddajnym, mékkym. Zapneme-li korkovy podklad
do svorky mikrotomu a utdhneme-li vice Sroub, zméackne
se korek a preparéat odlepi se od spodiny. Z téch a jinych
jesté dlvodd uzivame vzdy podkladl pokud moZna tvr-
dych a tézkych.

Pochod zalévani do celloidinu je tudiZz tento:

1. Utvrzeny preparat dikladné odvodnime v abso-
lutnim lihu;

2. uloZzime do smési alkoholu a aetheru;

3. pfeneseme do Fidkého celloidinu na 24 nebo vice
hodin, dle velikosti a sloZeni preparétu;

4. pfeneseme do ponékud koncentrovanéjSiho celloi-
dinu;

5. vloZzime preparéat do hustého celloidinu. Tu mozZno
preparat ponechati, aby zvolna se vypafil aether-alkohol,
nebo pfimo pfilepime na podklad.

6. Vlozime do 70% lihu, aby cclloidin utvrdi. Po
nékolika hodinach jest moZno preparat fezati.

B. Methoda zalévani preparatl do parafiinu.

Mcthoda zalévani preparatd do paraffinu jest vse-
stranné uznavana a to hlavné pro malé objekty. Hodi se
nejlépe k hotoveni sériovych fezd ve vSech odvétvich
mikroskopie. Nejvice se této methody pouziva v embryo-
logii, kde dluZzno hotoviti Uplné serie. V histologii pouziva
se methody paraffinové v téch pfipadech, kde jde o fezy
velice tenké; tam ziskdme z malych a vhodné pfiprave-
nych objektl fezy tloustky az 1 \i.

Paraffin, jak v obchodé se dostava, jest latka pri-
svitna, nerozpousti se v alkoholu (jen ve 100 dilech vrou-
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Ciho alkoholu rozpousti se as 3 dily paraffinu). Jest velice
lehce rozpustny v sirouhliku, v chloroformu, benzinu,
xylolu, v rlznych olejich atd. Cisty paraffin taje mezi
40—62° C. Nutno védéti, na kterém stupni teploty taje
paraffin, kterého chceme pouziti.

Pro fezani nesmi byti objekt zalévan ani do pfFili$
mékkého ani do zvlasté tvrdého paraffinu. Jakého paraf-
finu dluzno pouziti, zavisi od samého objektu, ktery mame
fezati, a od teploty mistnosti, kde pracujeme. V lété jest
zahodno uziti tvrdSiho paraffinu nez v zimé. Zda se, Ze
nejlepSi paraffin jest ten, ktery se rozpouSti pfi stupni
as 52°—54° C.

Preparaty, které maji byti v paraffin zality, musi
byti naprosto bezvodé; musi projiti pozvolna alkoholem
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Obr. 52.

vzestupné silnym aZz absolutnim. PonévadZz se v3ak pa-
raffin v alkoholu nerozpousti, jest nutno vSechen alkohol
odstraniti a pouziti latek pfechodnych, ve kterych se
paraffin rozpousti. Proto vkladame preparaty z absolut-
niho lihu do chloroformu, xylolu, terpentinového oleje,
nebo benzolu. Neni vSak radno prepardt z absolutniho
lihu prenésti bezprostfedné do udaného prostfedi, poné-
vadZz pfi pFfeneseni prepardtu z lihu, na pf. xylolu (neb
jiného prostfedi), nastava velice rychle diffuse, kterd na
jemnou tkan (na pf. embryondlni) velice nepfiznivé Gé&in-
kuje, plsobic trhliny ve tkanich, svrastovani a j. Jest
nutno tudiZz poéinati si takto: UZijeme-li za pfechodné
prostfedi benzolu, tu pfipravime si v jedné lahviéce smés
4 dild abs. lihu a 1 dilu benzolu; do druhé lahviéky (se
Sirokym hrdlem a sklenénou dobfe zabrouSenou zatkou)
(obr. 52.) dame 3 dily lihu a 2 dily benzolu, do tfeti lahve
dva dily alkoholu a 3 dily benzolu, do étvrté 1 dil alko-
holu a 4 dily benzolu a koneéné do paté éisty benzol.
Preparaty pak pfenaSime opatrné z jedné nadobky do

7*
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druhé, malé po 20 minutach, velké po nékolika hodinach,
&7 do C¢istého benzolu. Stejnym zplsobem si poéiname
pfi xylolu nebo chloroformu a j. V tomto prostfedi se
stane preparat GpIné prdhlednym. Z &istého prostiedi ne-
pfendSime v8ak rovnéz preparat pfimo do pfFipraveného,
horkem rozpusSténého paraffinu, nybrZz vlozime jej do
benzolu, ve kterém rozpustén byl paraffin. Smés benzolu
a paraffinu je tekutd jiz pfi velice nizké teploté, a v ni
nechame preparadt pozvolna paraffinem projiti. Odtud te-
prve po néjaké dobé pFfeneseme preparat do horkého roz-
puSténého paraffinu uréité tvrdosti. V &istém paraffinu
odpafi se teplem benzol, ktery se v preparatd nalézal.
Zbvly-li by néjaké stopy benzolu (neb xylolu, chloroformu
atd.) v preparaté, hude pfi fezu paraffin v téch mistech
bily, mouénaty, neda se Fezati, jen se drobi. Jest nutno

Obr. 53.

vloziti preparat pfed koneCnym zalitim jeSté jednou do
Uplné @istého paraffinu, kde po benzolu, xylolu atd. neni
ani stopy. Kdyz soudime, Ze preparat jest jiz uplné paraf-
finem prostoupen, vyjmeme jej a vlozime bud na hodi-
nové sklicko — je-li prepardt tenky — nebo do vétsi
a hlubsi sklenéné misky, kterou nutno dfive glycerinem
lehounce potfiti, aby ustydly paraffin nelnul na sklo a
mohl se snadnéji z nadobky vyjmouti. Preparat v nadobce
musi byti v paraffinu Gaplné ponofen. Aby rychleji ztuhl,
vloZzime nddobku do studené vody nebo ji obloZime ledem.
Dokud paraffin jest tekuty, nesmi se voda dostati k pa-
raffinu, jezto povstanou ihned prdzdné dutinky kolem
preparatu, voda jsouc tézsi, vnikne mezi paraffin a zaliti
by nebylo Gplné; kdyz paraffin na povrchu ponékud ztuhl,
mozno nadobku pod vodu ponofiti. KdyZz pak po néjaké
dobé paraffin prostydl, ztuhl, tu vyjmeme jej z nadobky.

Kromé nadobek sklenénych mozno s vyhodou pouZiti
k zalévani preparatl do paraffinu dvou kovovych nebo
sklenénych plotének stejné velkych, v pravém Ghlu ohnu-
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tych, které dle pfiloZzeni nam daji rdzné velkou ,komtrku"
(obr. 53.). Ploténkv utahujeme k sob& dvéma svorkami
a stavime je na sklenénou desku, kterd tvofi dno hra-
nolu (Reichert).

Dobfe zality preparat v paraffinu musi byti stejno-
rody, paraffin prlsvitny. P¥i paraffinovém zalivani jde
pravé o to, aby nejen vétsSi dutinky, ale i veSkera tkan
byla paraffinem pro-
stoupena. Jak dlouho
ma zUlstati preparat
v paraffinu, nelze
pfesné uréiti; pro ma-
Ié pfedméty staéi né-
kolik minut (tenké
blany, retina, maléa
embrya ptaéi atd.),
jiné objekty je nutno
ponechati v paraffinu
hodinu i déle; otom
vZzdy moZno jen cvi-
kem usouditi. Velké
objekty nutno pone-
chéti v tekutém para-
finu i vice hodin pfi
stejné temperatufe.
Aby paraffin zUstal
po dlouhou dobu te-
kutym pfi stejné tep-
loté, nutno pouZiti
zvIasté k tomu zhoto-
venych  vytdpécich
komor paraffinovych
(obr. 54.). Jsou to
thermostaty s dvoji- Obr. 54.
tou sténou; mezisténi
jest naplnéno vodou, kterd se zahfiva na urcitou teplotu.
Aby voda zdstala pfi stejné vysoké teploté, pouziva se
rtutového thcrmoregulatoru, kterym prochazi plyn.
Jakmile dostoupila teplota urCitého stupné, zamezi zafizeni
reguldtoru vétsi pfitok plynu, plamen se zmenSi; ochladi-li
se thermostat, klesne rtut v reguldtoru, ¢imz nastane vétsi
pfitok plynu a teplota se opét zvysi. Pro plynové topeni
vyhovuje nejlépe thermoregulator Reichertlv.
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T.zv. neapolska vodni lazen jest pravé tak zafi-
zena, jako obycejny thermostat, a topi se malym Bunseno-
vym hofakem. V horni sténé nalézaji se rizné velké nadob-
ky, ve kterych je rozpustény paraffin, rlizna prostfedi a j.
V principu zdstavaji veskera t. zv, paraffinovd kamna
stejna, a Gcelem jich jest jen udrZeti stejnomeérnou teplotu.

Jest velice dllezité, abychom si zapamatovali spravné
plochu preparatu, podle které méame vésti fezy. U né-
kterého materialu jest to velmi snadné, av3ak vétSina
preparat, hlavné malé, vyZzaduje spravnou orientaci. A¢-
koliv paraffin jest dosti prdsvitny, pfece nemoZzno vidét
detaill objektu. Proto nutno, dokud jest paraffin tekuty,
postaviti preparat jehlami tak, abychom meéli sprdvné vo-
ditko, jak preparat musi byti pfipevnén, kdyZz v tom nebo
onom sméru jej chceme Fezati. Pomé&ha nédm bud sténa
naddobky, se kterou poloZzime preparat parallelné, nebo
plocha, s jiz povrchem rovnobézné budeme preparéat fezati
a pod. K tomu vSemu tfeba cviku. Iv snazSimu oriento-
vani jest zafizen pfistroj, ktery sklada se ze sklenéné desky,
na které jest vyryta fada rovnobéznych, blizko sebe vede-
nych ryh. Na desku tuto poloZzime dva sklenéné Uhly
(obr. 53b.), které, pfilozi-li se k sobé&, utvofi nddobku. Do
této nalijeme roztaveny paraffin s objektem, ktery chceme
fezati, a nahfatou jehlou poloZzime jej dle ryh. Po zchlad-
nuti paraffinu a sejmuti celého $palicku mame na spodiné
otisk ryh, a s urcitosti vime, v jakém sméru k témto
ryham jest objekt postaven.

Po ztuhnuti paraffinu pfifizne se tento do hranolu
tak, aby kolem zalitého preparatu zdstala paraffinova
vrstva v tlouStce 0-4—1 mm. Hranol pfilepi se paraffinem
na SpaliCek, ktery zapneme do mikrotomu; zevrubngji
o tom viz: Rezani sériovych Fezd z paraffinu!

Brunk (Mdanch. Med. Wochenschrift 1905) uZiva
k zalévani do paraffinu a k rychlému hotoveni paraffino-
vycli fezd acetonu, ktery ma tu vlastnost, Ze se v ném
material tak nesvrastuje, jako v alkoholu. Malé kousky
materialu vloZi se do acetonu v ladhvi, na jejimz dné leZi
vyzihana modra skalice za Gcelem dlikladného odvodnéni.

Zde zlstanou kousky as 1 hodinu leZeti, pfenesou se
pak do xylolu, a az nabudou transparentniho vzhledu,
zalévaji se do paraffinu.

Silsen (Zentralbl. f. allg. Path. und patli. Anat.)
podava tyto zkuSenosti po acetonu: 1. Jako konservaéni
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tekutiny k rychlému zaliti do paraffinu mozno pouziti
acetonu jen pro orientaci. 2. Méame-li studovati detaily,
je nutno pfed acetonem material fixovati methodami
jinymi, nejlépe formolem. 3. V chromovych solich tvrzeny
materidl nutno dobfe vyprati. 4. Po fixovani a utvrzeni
v rliznych tekutinach fixaénich jest mozno pouZivati ace-
tonu k zalévani, hlavné za pfi¢inou zjednoduSeni prace.

Zaliti preparatd do celloidin®paraffinu.

V mnohych pfipadech docilime velice péknych vy-
sledkl, hlavné p¥i materidlu velice tvrdém, kombinaéni
methodou:

I. Dobfe odvodnény preparat vloZzime na nékolik
hodin do smési stejnych dild alkohol-xylolu.

Il. VysuSené kousky celloidinu nechdme projit toluo-
lem, potom se celloidin vlozi do smési toluol-alkoholové
(celloidin nesmi se toluolem sraziti). Roztok celloidinu
musi miti syrupovou hustotu.

I11. V toluol-alk.-celloidinu rozpusti se pozvolna malé
kousky paraffinu (moZno malo nahfati, aby se paraffin
rychleji rozpustil). Smés celloidinu a paraffinu mé byti
pfi obyCejné teploté pokoje tak hustd, jak paraffin. Do
této smési uloZi se preparéat.

IV. a) Nyni se pfenese objekt s malym obalem této
tekutiny do paraffinu s toluolem, potom do ¢istého pa-
raffinu a zaleje se jak u paraffinu udano; nebo

b) vloZzime objekt do malé néddobky s celloidinem a
paraffinem, aby se preparédt prikryl; pfi nizké teploté
pfidavame pozvolna paraffin tak dlouho, az nadobka
obsahuje témér Cisty paraffin. DalSi postup zalivani jest
stejny jako pfi obycejném paraffinu. Preparat se feze
napfi¢ postavenym noZem.

Methoda ta jest doporucena Fieldem a Marti-
nem pro tvrdé preparaty (hmyz s chitinem a pod.).
Rezy lepi se hned na tekutinu Schallibaumovu, nebo na
bilek; paraffin rozpusti se chloroformem.

Bumpus tvrdi celloidinové bloky v chloroformu;
potom je naloZi do oleje thymiadnového. Preparat se Uplné
prosviti, ¢imz dana moZznost kontrolovati smér, ve kte-
rém prepardt chceme Fezati. PFi Fezani téchto preparati
natird se niz thymianovym olejem. Rezy nevysychaji na
podloZznim skélku. Olej se odstrani ssacim papirem, necha
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se as 15 minut odpafili a pfikryje se pak ihned kanad,
balsamem. Misto thymidnového oleje mozZno pouZiti téz
oleje cedrového nebo smési karbol. kyseliny, bergamoto-
vého a cedrového oleje nebo kone€né i glycerinu.

Peterfi T.. Celloidin-paraffinové zalévani s Fe-
biekovym olejem nebo Methyl-benzoatcelloidinem.

Objekty z 95%niho neb absolutniho alkoholu vloZzime
do 1%niho Febickového oleje, nebo do methylbenzoatcel-
loidinového roztoku (1 g suchého celloidinu ve 100 dilech
febiékového oleje,' nebo 2% celloidinového roztoku v al-
kohol-aetheru ve stejnych dilech jednoho z olejd). V methyl-
benz. se rychleji cclloidin rozpousti, jinak neni rozdilu.
Zde zlstanou tak dlouho (dle velikosti) az se stanou Gplné
prisvitné (24 hod. i vice dnl), coZ jest dlikazem, Ze jsou
prostouplé.

Prfevedou se pfes xylol, benzol nebo chloroform ob-
vyklym zplisobem do paraffinu. Reze se jak obyéejné.
V pascich 3— 15 [i fezy se netrhaji a nesvrastuji.

Wassermann F. (Z f. wiss. Mikroskopie 1921,
Bd. 38).

Celloidin-paraffinové zalévadni malych
objek th.

Autor udava methodu pro malé objekty (Rotatoria),
kde celou fadu téchto tvorl zaléva najednou a tak k fezu
pfipravuje. Malou komdrku sklenénou, as 4 mm v pri-
méru, na jedné strané rovné pfibrouSenou, nahfeje, potfe
rovnou stranu paraffinem a pfitlaéi na podlozni skélko a
jeSté zvenéi ji utésni naneSenym paraffinem. Do této
komdrky prenese (Sirdi pipetou) tvrzeny a v alkohol-
aetheru wuloZeny material, tekutinu odssaje Uzkou
pipetou (do které by nevnikl materidl) a to tolik, aby
pouze nepatrné mnoZstvi alkohol-aetheru tam zdstalo,
naéeZ ihned do komdirky pipetou vnese as 3%ni celloidi-
novy roztok. Celloidin necha pomalu vypafiti (nejlépe
v néjaké nadobce, kde zvednutim vitka nechéa celloidin
pomalu vysychati).

KdyZ se celloidin as do poloviny vypaFil a zhoustl,
vlozi komlrku do nadobky s chloroform, parami. Témito
utvrdi se celloidin, pfi éemz rozpusti se paraffin, kterym
byla komdrka upevnéna. KdyZ celloidin ztuhl, vloZi
cely celloidinovy véaleéek do paraffinu. Po ztuhnuti téhoz
feze jako paraffinovy preparat.



IX. Hotoveni Fezd.

Hotoveni jednotlivych Fez( z celloidinu.

Preparat dobfe v celloidinu zality, utvrdly a uloZzeny
v 70% lihu, pfifizneme v hranol s rovnobéznymi sténami,
a to tak, aby kol preparatu zbylo néco celloidinu. Spa-
licek takto pFifiznuty vloZzime na néjakou dobu, asi
5minut, do 96% lihu, nato jej ponofime do aetheru, aby se
povrchova vrstva ponékud rozpustila, hlavné na strang,
kterou chceme pFipevniti k podloZzce. Namocime Spalicek
do hust§iho celloidinu a rychle jej pFilozime na podloZku
(dfevénou, nebo lépe stabilitovou). PFilepeny preparat ne-
chame as 10 minut na vzduchu, az celloidin ponékud
ztuhne; potom cely preparat na podlozce vlozime do 70%
lihu, kde jej nechame po nékolik hodin. Teprve potom
preparat zapneme do svorky mikrotomu. N{Z jest zasazen
tak, aby tvofil ostry Ghel k dlouhé ose mikrotomu. Cim je
ndz podéInéji polozen, tim tensich fezd mozno docilili.
Ndz nesmi se stavéti napfi¢, totiz kolmo proti preparatu.

K TFezéani pfFipravime si lahvicku s alkoholem, ve
kterém naméacime vétsi vlasovy Stétec, kterym pak nati-
rame n0Z. P¥i fezani musi byt n(z vZdy dobfe alkoholem
potfeny, rovnéz i preparat natirdime alkoholem; cinime
tak po kazdém tahu noZem. itezy sejmeme s noZe tymz
Stétcem a vkladame je do misky s alkoholem. Pracuje-
me-li mikrotomem bez automatického posunovani prepa-
rdtu (na pf. obyCejnym Schanzovym mikrotomem), tu
levou rukou posunujeme ozubené kolecko o urcity pocet
zoubk( a pravou noZzem preparat sefizneme. Musime hledéti,
aby byly fezy co nejtensi (pfi celloidinu, jak zkuSenost uci,
nedosahneme tensich fezd nez 7 /t, a to jen tehdy, je-li
jak preparat, tak zaliti, jakoZ i niZ a mikrotom bezvadny).
Mnohdy se stava, Ze se fezy pfi fezani zavinuji a nemozno
je pozdéji bez poruSeni narovnati. V takovém pfipadé
pociname opatrné fezati; jakmile niZ zajel do kraje pre-
paratu, ustaneme a S§tétcem na noZi rozprostfeme a na-
rovname stoCeny celloidin s preparatem. Je-li natazen,
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jedeme nozem dale celym prepardtem. Cvikem se na-
u€ime tuto potfebnou proceduru lehce a jisté provadeéti.
Rezy se stadi, byl-li celloidin kol preparatu pfilis tvrdy;
proto mnohdy prospéje, vloZime-li cely preparat na ho-
dinu nebo déle do silného lihu, kde celloidin ponékud
zmékne. Nékdy jest nutno ndZ postaviti kolméji, jindy
opét Sikméji, o éemz jen delSim cvikem moZno usouditi,
nebot neda se pfedem Fici, jak si mame poéinati.
Vady pFi FeZich v celloidinu:

Celloidin jest pfili§ tvrdy; tuto vadu odstranime, kdyz
vlozime jej do silného alkoholu.

Nékdy vidime, Ze vlastni preparét se nesefizne hladce,
nybrz se drti, plocha jeho jest drsnd, vazivo vystupuje
nad povrch. Vada tato jest velice astd a spociva v tom,
Ze preparat nebyl Fddné celloidinem proniknut. Byvé to
nasledek bud Spatného odvodnéni (dfive neZz jsme pre-
parat vlozili do slabého celloidinu), nebo nedostate¢né
dlouhé doby pfi zalivani. Stlaéime-li se stran takovy pre-
parat, vidime, Ze vlastni preparat vystupuje do vysky a
Zze z ného vytlacujeme alkohol. Této vadé nelze jinak od-
pomoci, nez preparat znovu zaliti. V tom pfipadé odstra-
nime nejdfive ve smési aetheru a alkoholu celloidin, nato
uloZime prepardt do absol. lihu a po¢neme znovu cely
pochod zaliti. Velmi ¢asto nalezneme tuto vadu pfi Fezech
kize, a vSude tam, kde pracujeme s organy obsahujicimi
mnoho tuhého vaziva.

Nékdy vétsi dutiny uvnitf preparatu nejsou celloidi-
nem vyplnény. Prostoupl-li dobfe fidky celloidin, tu
mozno fezy zhotoviti, ponévadz Fidky celloidin usadil se
na sténé dutiny a neni ani tfeba, aby celd dutina byla
vyplnéna. Vadu tu odstranime tak, Ze nakapeme nejdfive
smés alkoholu a aetheru do dutiny, nato vkapneme do
této kapky husty celloidin a nechame jej zaschnouti. Ne-
podafi-li se ndm takto vadu odstraniti, jest nutno preparat
znovu zaliti.

Nékdy pres dobré zaliti vidime, Ze se preparat pfi
fezani drobi, takZze nemlzZeme obdrZeti cely Fez. To stava
se po nékterych fixacich, nejcastéji po kyseliné osmigelé
neb po chromovych solich. V takovém pfipadé pfipravime
si velice Fidky roztok celloidinu, kterym feznou plochu
preparatu, po Ffezu osuSenou, StéteCkem prejedeme, ne-
chame malo oschnouti a dale fezeme.
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Jina vada zalezi v tom, Ze celloidin jest pfFiliS mékky.
Napravime ji tim, Ze vloZime cely preparat do slabsiho,
as 60% lihu, do glycerinu nebo do chloroformu. V téchto
tekutinach celloidin nélezité ztvrdne, ale jen tehdy, byl-li
Uplné éisty pfed upotfebenim.

Celloidin, ktery byl po delsi dobu pouzivan k zalé-
vani preparatl nedostate¢né odvodnénych, a do kterého
nasledkem této eliyby dostala se voda, stdva se nepo-
tfebnym. Takovy roztok celloidinu ihned pozname dle
rosolovatého vzhledu. Nahneme-li ldhev, nete€e stejno-
meérné, nybrz ve vloCkadch. Zalijeme-li prepardt do tako-
vého celloidinu, nikdy nenabude tak stejnomérné tvrdosti
a zlstadva ustaviéné mékkym. V takovém piipadé nutno
vyliti celou z&sobu na plochou misku, celloidin nechame
vyschnouti az do zrohovaténi a znovu jej rozpustime.

Jina vada celloidinu, které nelze odstraniti, jest tato:
Ukladame-li do téhoZ celloidinu preparaty, které obsahuji
mnoho tukového vaziva, extrahuje smés aetheru a alko-
holu v celloidinu tento tuk a celloidin se kali do mlé¢n4.
Upotfebime-li tohoto celloidinu k zaliti, stane sé nepri-
hlednym, jest bélavé Sedy a netvrdne. Tuku nelze z cel-
loidinu odstraniti.

Spréavné utvrzeny celloidin musi miti stejnou konsis-
tenci, jest prlsvitny (prepardt v ném uloZzeny musi byti
dosti dobfe viditelny), Zlutavé barvy. Mnohdy odpafi se
aether-lih z celloidinu, ktery mame v zasobé, a celloidin
stal se Uplné hustym; tu nutno jej znovu rozpustili tak,
Ze pfrilijeme aether. Témeér vidy vSak shledame, Ze po
naliti aetheru do celloidinu utvofi se bilé srazeniny; to
dokazuje, Ze celloidin obsahuje mnoho aetheru a malo
lihu. PFikapeme-li absolutni lih, rozpusti se ihned vlocky
a celloidin stane se prlhlednym.

Sériové Tezy preparatd zalitych v celloidinu.

Sériovymi Fezy nazyvame soubor za sebou jdoucich
fezl stejné tloustky, tak kladené, jak byly odebirany
s noze mikrotomu. M&-li byti serie Uplna a spradvnd, nesmi
chybéti ni jediny Fez, fezy nesméji byti v pofadu preha-
zené a musi byti stejné tenké. Jak pozdéji ukazeme, jest
to za dnedni doby velice nutna methoda ve vSech oborech
histologického badani, zvlaSté pfi vySetfovani embryo-
logickém. Jest velice mnoho zplsob(, jak zhotoviti serie
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fezl celloidinovych. Mam vsak za to, Ze bude nejlépe ze
véech rlznych method uvésti jen to, co po dlouhé zkuse-
nosti jest mozno za nejlepSi uznati. NeZz pfikro¢im k po-
pisu, jak hotoviti serie, pfipomindm, Ze jest prvni povin-
nosti pfipraviti si Uplné g&ista podlozni skélka, mame-Ii
s jistotou methodu tuto provadéti. Na vétsi serie Fezd
uzivame podloznich skel v rozméru 55X 80 mm. V né-
kterych pfipadech staCi ovSem skélka menSiho formaétu.

a) Vétsi pocCet skel podloznich vlozime do vody s ky-
selinou solnou, kde je nechame as 6 hodin. Pak slejeme
kyselinu, omyjeme skla gistou vodou, aby nezdstaly ni
stopy po kyseliné. Nato skélka jeSté omyjeme alkoholem
a Cistym platnem osuSime. Skélka neohmatadvame prsty*
aby na nich nezlstala ,mastnota4 Takto osu3enéa skélka
peclivé chranime pfed prachem.

b) Do lahve se Sirokym hrdlem pfipravime si roztok
celloidinu, velice fidky, asi na-100 ccm smési aetheru a
alkoholu dame jeden gram celloidinu hustého. Cisté skélko
uchopime do levé ruky, drzime je palcem a ukazovackem
na hranédch delsi strany Uplné vodorovné a polejeme pfFi-
pravenym fidkym roztokem. KdyZ se celloidin rozlil po
celém skélku, nahneme je k jednomu rohu a slejeme pre-
byte¢ny celloidin zpét do lahve. Skélko polité postavime
ponékud Sikmo, podepfeme horni hranu, spodni hrana pak
se postavi na filtratni papir, ktery vyssaje prebyvajici
celloidin. Takto pfipravime si vétsi pocet skel a oschla
uschovame. Dluzno ovSem pamatovati, kterd strana cel-
loidinem byla polita. Po oschnuti zlstane velice jemna
vrstva celloidinu pevn¢ adhaesujici kc sklu.

c) PFipravime si vétSi, nepfiliS hlubokou sklenénou
misku, kterou pfikryjeme jinou miskou, nebo sklenénou
deskou. Nadoba musi byti v prGdméru aspoi dvakrat tak
velkd, jak velké jest podloZzni sklo, na které mame fezy
nalepovati. Do této nddoby dadme mensi sklenénou misku,
jako podklad pro sklicko podlozni. Do velké misky nale-
jeme na dno libovolné mnoZstvi Cistého aetheru, nejméné
tolik, aby alespon % az 1 em vysoko v nadobé se ho
nalézalo; mendi nddobka podlozni musi byti ovSem vyS3si
nez niveau aetheru. Nadobu dobfe vikem neb sklem pfi-
kryjeme, aby pary aetherové neunikaly.

d) Dobfe pfFipraveny a zality preparat zapneme do
svorky mikrotomu a pocneme fezati; nlZ potirame 96%
alkoholem. Sefiznutou c¢ast sejmeme opatrné malym via-
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sovym Stétcem s noZe a polozime na pfFipravené podlozni
sklicko, které bylo celloidinem polito (sub b), pfi €emz
natfeme sklicko silnym alkoholem; dalSi Ffez polozime
vedle prvniho atd. KdyzZ je prvni fada hotova, klademe
fadu druhou v témZe sméru jako prvni; klademe tolik
fad za sebou, kolik ndm dovoli velikost kryciho skélka.
Abychom nemusili vZzdy zvIaSté rozméry kryciho skélka
odméfovati, vystfihneme si obdélnik tenkého papiru veli-
kosti kryciho skélka a pfilepime jej zespoda na vétsi
sklenénou desku. Na této desce pak lezi podlozni skélko,
kterym nam zezdola prosvita obdélnik udavajici rozlohu,
kterou mGzeme fezy pokryti. KdyZ je podlozni sklo plné,
urovname jednotlivé fezy do rovnych fad, nahnutim skélka
odstranime prebytec¢ny alkohol a skélko s fezy uloZzime
do pfipravené nadoby s aetherem tak, Ze polozime je
vodorovné na podklad a pfikryjeme. Pary aetherové vnik-
nou ihned do alkoholu na Fezech, pfi tom se rozpusti
celloidin kol fezd a casteéné také celloidin na sklicku,
vytvofi se jedna vrstva celloidinova, ve které fezy jsou
ulozeny. Rady musi zlstati pohromadé. Jakmile se cel-
loidin kol Fezl stal prihlednym, takZe jednotlivé kontury
celloidinového obalu se ztratily, pozvedneme viko a skélko
opatrné z par aetherovych vyjmeme. Ponechame-li v nich
skélko déle, tu rozejdou se jednotlivé fezy po skélku a
nezachovaji urcitych Fad. Cvikem naucime se vlas vy-
jmouti preparaty z par aetherovych. Potom ponechame
po kratkou dobu skélko na vzduchu, aby rozpustény cel-
loidin opét ponékud ztuhl. Jakmile se tak stalo, vloZime
skélko do 80% lihu a FeZzeme seric dalSi. Jednotlivd skélka
pozna¢ime nejlépe diamantovou tuzkou béznymi
¢islicemi. V alkoholu zlstanou skélka libovolné dlouho.
Zachovame-li vSechna tato pravidla, pak mozno s fezy
jednou na skélku pfipevnénymi provésti dalSi pochod bar-
veni, odvodnéni atd., az ke kone€nému uloZeni do kanad-
ského balsdmu. Jedna-li se o fezani materialu, ktery jiz
byl pfedem v celku zbarven (viz barveni v celku!), jest
dalSi prace se seriemi velice snadné. Serie uloZime do
96% lihu, odtud pfeneseme do oleje origanského (nesmi
se pouzivati oleje hfebickového), pak do xylolu, nakapeme
kanadsky balsdm, naCez fezy pfikryjeme krycimi skly.
Chceme-li fezy barviti na skle, tu pfeneseme je nejdfive
do destilované vody a odtud do barviva. Po obarveni je
ve vodé oplachneme, pak vloZime je do alkoholu, ktery
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nejméné dvakrate vyménime, pak do oleje a pfes xylol
do balsdmu. Barveni sérii provadi se pravé tak, jako
jednotlivych Fezl. (Viz barveni praeparati!)

Vady vyskytujici se pfi této methodé jsou tyto:

1. Celloidin kolem ftezl zakali se do béla, kdyz vlo-
Zime je do aetherovych par. Tuto vadu odstranime oby-
Cejné nékolika kapkami silného alkoholu, ktery naka-
peme na fezy.

2. ilezy se rozbihaji po skélku. P¥i¢inou toho jest
nejcastéji mnozstvi alkoholu na skélku; nejlépe jest vy-
jmouti sérii z aetheru a Stétcem, nebo ssacim papirem
odstraniti pfebyteCnou ¢ast alkoholu, a znovu uloZiti je
do ,,aetherové komory*“.

3. Nékdy cela serie fezd po vloZzeni do vody se zvedne
od skélka a plave na vodé jako tenounka blanka; chyba
spoc¢ivd v tom, Ze nebylo dobfe vycCiSténo podloZni sklo.
V takovém pfipadé vezmeme nové Cisté sklo, vloZzime je
opatrné do vody pod plovouci sérii a jednu stranu skélka
pozvedneme do vySky z vody, pfi €emZ soucasné pfidr-
Zime Stétcem blanku ke skélku. Pomalu vyzvedneme celé
skélko, na kterém se naléza serie. Nyni odstranime UplIné
vodu z blanky celloidinové a fezl tak,,Ze nakapeme na
né silny alkohol, nafez vloZzime opét celé skélko do ko-
mory aetherové, kde se celloidin rozpusti a fezy ke sklu
pfilnou. Nékdy se zvedne jeden nebo vice fezll jednotli-
vych. Tu dluzno fezy poloziti opét na jejich mista a
kapkou aetheru nebo kapkou fidkého celloidinu opét je
pfipevnit!. Jest samozfejmo, Ze nutno vodu se skla i s pre-
paratd opét alkoholem odstraniti. Nacviéime-li celou me-
thodu, velice zfidka serie odplavou.

Jsou jesté jiné methody, jak hotovit! serie fezl cel-
loidinovych, avSak vSechny ostatni maji daleko vice vad,
nez udand methoda. Tak je na pf. podobnd methoda
Weigertova; veSkeré fezy kladou se nejdfive na papir
(klosetovy), pak pfenesou se na skélko podlozni, odstrani
se veSkerd voda a alkohol ssacim papirem, fezy poliji se
fidkym celloidinem, ktery se nechd jen malo zaschnout!
a vlozi se do 70% lihu. Takto pfipravené serie pfenesou
se do vodnych roztok( barviv. PF¥i této methodé se celé
celloidinova blanka od skla odlou¢i a Fezy plovou na
povrchu. Po zbarveni pfenesou se do alkoholu a potom
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papirem na sklo. Poté vloZi se skélko do smési xylolu
a kar bol. kyseliny, do Cistého xylolu, nakape se
kanadsky balsam a Fezy se pFikryji.

Lepeni celloidinovych ¥ezl na bilek.

Cisté sklo natfeme bilkem (pFiprava bilku k lepeni
jest udana pfi paraffinu str. 117) a uloZime do thermo-
statu (asi 50° C), kde nechame bilek v teple sraziti. Ta-
kovych sklicek mdzeme si pfipraviti mnoho najednou, jen
jest nutno chraniti je pfed prachem. Jest mozno téz bilek
sraziti nad plamenem, jen nutno dbéati, aby se bilek ne-
spalil, coz se stava velice lehce. Proto dluzno sklo drzeti
vysoko nad plamenem a pozorovati, kdy se zacne bilek
vypafovati. Po néjaké chvili dame sklo vychladnouti (bi-
lek jest jisté koagulovan).

PFi Fezani sérii celloidinovych klademe jeden fez podle
druhého, pfi ¢emZ na nich musi zlstati alkohol. Kdyz.
sklo jest Fezy pokryto, polozime na né nékolikanasobnou
vrstvu hladkého filtraéniho papiru, ktery ddkladné pfi-
tiskneme tak, Ze levou rukou pfidrZzime papir ke sklu,
pravou pfi néleZitém tlaku pfejizdime po papiru. Tim
pfitisknou se vsechny fezy dlkladné na bilek a pevné
pfilnou. Nyni rychle odstranime papir a pfeneseme celé
sklo s fezy do 80% lihu. Po nalezitém cviku velice zfidka
fezy odplavou a mozno je barviti riznymi methodami.

Rubaschkinova methoda hotoveni sériovych
fezl z celloidinu (Anat. Anz., Bd. XXXI1. 907), zlepsena
od Dantschakoffa (Zeitschrift f. wissenschaftL
Mikroskopie, Bd. XXV. 908):

Dob¥e zalité praeparaty v celloidinu fezi se mikro-
tomem v tlouStce 7—10 fi, naméaci se alkoholem 75%;
vedle mikrotomu lezi tmava deska, na kterou kladou se
objektni skélka, natfena bilkem. Rezy, které se na noZzi
pecClivé narovnaji, pfenesou se na podlozni skélko. Kdyz
je skélko plné, urovnaji se — nesmegji ovSem mezi Feza-
nim vyschnouti — a vysuSi se nékolikrate pfeloZzenym
dobrym Svédskym ssacim papirem (papir nesmi poustéti
vldken.) Papir na fezy pfilozZime a nékolikrate po sobé
pfejedeme pFes néj rukou, dbajice ovSem toho, abychom
papirem pfi pfetirani neposunuli. Timto pochodem pfFi-
tisknou se Fezy na bilek a alkohol se odssaje. Dfive, neZ
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by mohly Fezy vyschnouti — coZ pozname dle zbéleni
prepardtu — nalijeme na né anglicky hfebiékovy olej.
Rubaschkin pouZival smési anilinového oleje s olejem hre-
biékovym. Asi po 5 minutdch jsou fezy prosviceny a
témeér vSechen celloidin rozpuStén. Poté vlozi se skélka
do nadoby s absolutnim alkoholem, ve kterém se zbytek
celloidinu odstrani. Z0stane-li v8ak je$té celloidin na fe-
zech, vlozi se celé skélko do smési alkohol-aetherové, kde
se zbytky celloidinu jisté rozpusti. Pak vloZzi se skélko
do 75% alkoholu, do destilované vody, do barvy atd.,
aniz by fezy se skélka odplavaly. Methodu tuto mozno
ve vétsing pripad( s prospéchem upotfebiti.

O 11 pfilepuje fezy z celloidinu na gelatinu, kterd se
formolem stdvé& nerozpustnou, nésledovné: Ve 100 g de-
stilované vody rozpusti se 10 g gelatiny, do které da se
vajecny bilek; smés ta se svafi a filtruje. Do Cistého
filtratu prida se 10 cc 5% roztoku phenolu. Takto pfFi-
pravend phenol-gelatina uloZzi se do lahve se Sirokym
hrdlem i lze ji po dlouhou dobu upotfebiti. Pfed upotfe-
benim vyjme se maly kousek gelatiny nozem z lahvicky
a rozetfe se na podloznim skélku, takZe tvofi velice jem-
nou vrstvu, ktera ihned schne. Jest mozZno pfipraviti si
tak vétsi pocCet skel do z&soby. Celloidinové fezy urovnaji
se na pfipravené skélko, pfebyvajici tekutina se filtracnim
papirem vyssaje. Nenarovna-li se néktery fez, pokape se
znova alkoholem, srovna se a pFitisknutim ssaciho papiru
opét se alkohol odstrani. Na takto vysuSené a urovnané
fezy pfilozi se pasek papiru, ktery byl smocen v 10%
formolu a pfitiskne se jinym podloznim skélkem. Po né-
kolika vtefinach jsou fezy Uplné pfilepeny a jest mozno
je pfenésti do rlznych tekutin. Pro Gplnou jistotu pfile-
peni daji se fezy do nadobky s 10% formolem, kde po-
nechaji se as 1 hodinu i déle. Celloidin moZno pozdgji
aether-alkoholem UplIné odstraniti. Je-li vrstva gelatiny
jen nepatrnd, pak nikterak neruSi pfi jakémkoliv barveni.

PFiprava k fezani z paraffinu.

Dobfe zality objekt v paraffinu musi vrstvou tohoto
prosvitati, paraffin nesmi byti mouénaté bily, coz se
stava, jak jiz dfive uvedeno, bud tim, Ze v paraffinu z0{stal
benzol, xylol neb chloroform, v némz byl preparat pro-
jasnén, nebo tim, Ze bylo uZito k =zaliti chladnouciho
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paraffinu. Jest dobfe pfed zalitim paraffin radéji ponékud
pfehfati.

Po fadném ztuhnuti preparadtu ofezeme veSkery pfe-
byte€ny paraffin, a to tolik, aby paraffin objimal objekt
v tlouStce as y2—1 mm. Paraffin pfifizneme do formy
Spalicku o ponékud Sirsi basi.

Tak pfipraveny paraffinovy hranol pfilepime na sta-
bilit nebo na 3palicek dfevény nebo kovovy — dle rlz-
nych mikrotomd — a to tak, Ze $paliGek paraffinu ucho-
pime do pincety, ohfatou lzickou (lopatiCkou) pfejedeme
jeho spodni plochu a pfitiskneme na podlozku (dfevo,
stabilit atd.), na kterou jsme dfive nakapali trochu pa-
raffinu a rovnéZ pfejetim horké lopaticky rozpustili. Paraf-
finovy 3Spalicek ihned k podlozce pfilne. Aby Iépe ztuhl,
ponofime podloZzku s preparatem do studené vody.

Po ztuhnuti pfifeze se paraffin kolem preparatu tak,
aby byly strany hranolu UplIné rovnobé&zné, ke kterémuz
GCelu jsou pFi mikrotomech zafizeny zvlastni pfistroje;
mozno pftifezavati pfimo na mikrotomu, jako u systému
Rocking-Reichert, nebo na zvlastnim pfistroji, kde se
paraffin pfifezdva SirSim noZem dle dvou vedoucich vé-
le¢kd. Podlozka s objektem nasedd na tenky valetek,
ktery se vsune do rourky, vedené kolmo k centru vétsi
kulaté desticky, na které jest poznaceno rozdéleni a kterou
mozno kolem osy otaceti. Sroubem upevni se podloZka.
Preparat posunujeme Sroubem dopfedu a nazpét ke dvéma
paralelnim kolmym valecklm, ke kterym pfikladame nGz
a paraffin podle nich sefezavame. Cinime tak pomalu aZ
do Z&dané vzdalenosti, kdy paraffinem prosvitd preparat.
Nyni, aniz bychom preparatem pohnuli, oto€ime deSticku
0 90° a pfifezavame opét. Tak pokraCujeme na vSech
Ctyfech strandch. Timto strojkem obdrzime pfesny hranol,
coz jest velice dilezité p¥i Fezani sériovych fezd, jak nize
uvadime.

Material v paraffinu zality feZzeme tak, Ze n0Z upev-
nime na mikrotomu ve sméru pficném, na rozdil od fezani
v celloidinu, kde nGZ Ffeze celou svou délkou. U paraffinu
pouze jednim mistem se paraffin prosekava. U vétSiny
mikrotom0, zafizenych pro paraffinové ftezy, ma n(z
stalou polohu, takZze nemlZe byti ani jinak postaven.
ReZe se za sucha. Podlozku s prepardtem pFipevnime na
mikrotomu tak, aby ostfi noze stalo Uplné paralelné
s hranou pfifiznutého paraffinu. PFi sefiznuti Fez zlstane

Rejsek, Mikroskopicka technika. 8
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lehounce na noZzi IpCti; pfi sefiznuti druhého fezu pozoru-
jeme, Ze se prvni Fez posunul vpfed a Ze slepily se hrany
obou fezl, coz se pfi dalsim Fezani opakuje. Shledame,
Ze mozno jehlou nadzvednouti od noZe celou pasku k sobé
Inoucich Fezl. PFi nékterych mikrotomech jest zafizeni
pro fezy takové, Ze se k noZi pfipevni pasek z latky zhoto-
veny, ktery spo€iva na dvou otaCejicich se valeCcich (obr.
55.). PFi fezani prodluZzuje se pasek fezld, ktery s noZe
pfejde aZ na pas pod noZem tim zplisobem, Ze pozvolna
pasem otaCime, pfi CemZ Fezy neustéle se posunuji.

Paraffinové pasky feZzou se jen tehdy, neni-li zality
material pfilis tvrdy; rovnéz tak paraffin nesmi byti pFilis
tvrdy. V tomto pfipadé fezy se k sobé nelepi.

Jedna-li se o to, aby material fezal se v pascich, jest
radno plochu paraffinu k noZi obradcenou po pfifiznuti

Obr. 55.

potdhnouti silné ohfatym paraffinem, tajicim pfi nizkeé
temperatufe. Tohoto paraffinu ponechame jen docela
tenkou vrstvu na preparate. Pfi Fezadni pak Inou fezy
velice dobfe k sobé.

Velké kousky materidlu daji se taktéz v paraffinu
fezati, pfihlizime-li k tomu, v jakém sméru zapnouti nlz,
zda pFicné neb podélné, jako pro celloidin. Jde-li
0 material, ktery neobsahuje mnoho tuhého vaziva po
pfipadé chrupavky atd., tudiz material mékky, tu mozno
fezati nozem pricnym. Jinak v8ak jest radno velké kousky
v paraffinu zalité Fezati noZzem podélné postavenym, ne-
ni-li ovSéem mikrotom jiz pfedem zafizen pro velké Fezy
(na pf. celym mozkem).

Vady, které se u fezani v paraffinu vyskytuji, jsou
velice rlizné. Rezy se nékdy Uplné svinou a je tudiz
nemozno dostati rovnych fFezd. PFiGina lezi vétSinou
v tvrdém paraffinu; je-li v mistnosti, kde se paraffin
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feZze, chladno, stava se paraffin tvrdSim a fezy se zavi-
nuji. Odpomoc zalezi ve zvySeni vikolni temperatury, aby
paraffin se ponékud ohfal a byl mék¢ei.

Rezy se svrastuji, slepuji dohromady a pFilnou k noZi,
takZe nemoZno jich s noZe sejmouti. PFfiCina zalezi v tom,
Ze paraffin jest pfilis mékky, takze taje pfi nizkém stupni,
nebo Ze vlkolni temperatura jest pfilis vysoka. Stava se
velice Casto v teplych letnich dnech, Ze vlbec nemoZno
v paraffinu Fezati.

Rezy jdou velice pékné v péasku za sebou, jsou v3ak
po délce pfefezadny; mnohdy vykazuji vice ryh vedle sebe
polozenych. To stava se jednak tehdy, kdyZz nlZ neni
naprosto cisté vybrouSen, kdyz méa t. zv. jehlu. Velice
¢asto lezi p¥igina ,,$krabani#4 fez( v tom, Ze na noZi —
hlavné na jeho spodni ploSe — zlstavaji velice nepatrné
CasteCky paraffinu z kraje preparatu odloupaného, které
v tom okamziku, kdy sjizdi ostfi noZe po preparatu, tento
poSkozuji. Proto jest nutno, abychom vZzdy po néjakém
poltu Ffezl ostfi noZe odcistili, vzdy vsak o istili, jakmile
se potne prvni Fez pfFefezavati. NGz ocisti se ovéem na
mikrotomu, aniz bychom né&im pohnuli tak, Ze Cistou
jemnou latkou pfejedeme nlGZ od hfbetu k ostfi.

Pfi Fezani drobi se paraffin, jeZto nesouvisi s prepa-
ratem; pfi¢inou toho byva Spatné zaliti. V paraffinu zlstal
benzol nebo jina latka, ve které byl preparat prosvétlo-
van, nebo bylo pouzito chladnouciho paraffinu. V tako-
vém pripadé jest nejlépe zaliti praeparat znovu do Cistého
paraffinu.

Rlzné jiné vady, vyskytujici se pfi fezanf, naucime
se cvikem rychle rozpoznéavati a je odstraniti. Velice ¢asto
neni mozno dociliti dobrych ¥ezl, a jen malé zvyseni
vikolni teploty, jako rozsviceni lampy pobliz mikrotomu,
staCi, Ze docilime velice péknych fezl nebo celych paskd.
TotéZz se jindy opakuje snizenim teploty, na pf. zavede-
nim jen zcela nepatrného pridvanu.

Paraffinové zalévani hodi se v prvni fadé pro ma-
terial embryologicky, dale pro tkané, které jsou stejné
konsistence, jako: jatra, plice, rGzné Zlazy atd. Obtizné
jest zaliti a fezani kidze v paraffinu. Chrupavka, odvap-
néna kost a podobné, vyluCuji témeéF moznost dobrého
vysledku pFi této methodé.

8*
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Lepeni paraffinovych fez( na skélko podlozni.

Mnoho preparatd, které se podrobuji histologickému
vySetfeni v tenkych fezich, je tak z tkaniva sloZeno, Ze
jednotlivé elementy jen nepatrné vespolek souvisi, a fez
takovy rozpadne se v malé kousky. Za tim u(celem jest
nutno, jak jiz pfi zalivani prepardtu uvedeno, takovy
materidl nechat prostoupili jinou latkou, kterd elementy
pohromadé drzi, ale jen na tak dlouhou dobu, dokud
latka ta v Fezu se naléza, jako na pf. paraffinem. Ne-
mozno v8ak paraffin pfi vySetfovani v preparatld pone-
ehati; odstrani se xylolem, terpentinovym olejem a pod.
Rez takovy by se v3ak ihned rozpadl. Tomu hledi se od-
pomoci tak, Ze fez pFilepi se na podlozni skélko jiz tehdy,
kdy jest jeSté paraffinem pohromadé drzan. Jest mnoho
rGznych metliod, jak to udiniti. DluZzno v8ak brati zfetel
k tomu, zda jde o material, ktery byl v celku probarven,
nebo o material, kde dluzno barviti teprve fezy.

a) Nalepovani paraffinovych fezl
jiz pfedem obarvenych.

V tomto pfipadé jest cely postup nalepovani dosti
jednoduchy. Methoda Schéallibaumova (Arch. f
mikroskop. Anat., Bd. XXII. 1883). PFipravime si smés
1 dilu kollodia, 3—4 dill ¢gistého Febiékového oleje. V lah-
vicce smés dlikladng protfcpeme a nechame ustati. Sté-
teCkem neb sklenénou tyCinkou naneseme malou kapku
smési na skélko a rozetfeme ji nejlépe Cistym prstem po
jeho ploSe. Rovné (ne stocené) paraffinové fezy klademe
na toto skélko. Aby se fezy Uplné narovnaly, poloZime
sklo podlozni na sklenénou desku, lezici nad vodni lazni,
kterd jest asi na 40° C ohfat4d. Teplem rozehfeje se pa-
raffin, fezy se ponékud vyrovnavaji a zarovef odpafi se
febickovy olej. Mozno také fezy pfed ohfivanim mirnym
tlakem ke sklu pritlagiti. Rezy takto nalepené zbavime
paraffinu tak, Ze vloZzime je do xylolu nebo terpentino-
vého oleje, aniZz bychom se obévali, Ze se rozpadnou, a
pfikryjeme je kanadskou pryskyf¥ici.

Tento zplsob jest velice dobry a vyhodny.

Strasser (Zeitschrift f. wissenschaftl. Mikroskop.
Bd. IV. 1887) uddva podobnou smés, a to: 2 dily kollodia,
2 dily aetheru a 3 dily ricinového oleje. Prace jest taz,
jako u methody Schallibaumovy.
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Giesbrecht. Meihoda jeho spo€ivd v tom, Ze
lepime fezy roztokem Selaku. 5 g bilého Selaku (nebo
Zlutého) rozpusti se v 50 g absolutniho lihu; roztok se
filtruje. Stéteckem nebo silngjsi sklenénou tyinkou pFetfe
se celé podloZzni sklicko. Uschla vrstva Selaku natfe se
kreosotem. Rezy paraffinové kladou se na sklo a pone-
chaji se as 20 minut na vodni lazni tak teplé, *® pa-
raffin rozpusti. Po ochlazeni rozpusti se a odstrani se
paraffin v terpentinovém oleji (nesmi se uZziti ani xylolu
ani chloroformu, ponévadZz by se Selak rozpustil). Pre-
parat pfikryjeme kanadskym balsamem, ktery je taktéz
rozpuStén jen v terpentinovém oleji. Také jest mozno
fezy opatrné pritlaciti na skélko (Selakem a kreosotem
potfené) a uloziti je as na y2 minuty do par aetherovych
nebo chloroformovych, kde Selak se ponékud rozpusti a
fezy pevnéji pfilnou.

Gumovy roztok dle Frenzla Iv syru-
pové husté a Cisté arabské gumé pfida se malo chromo-
vého kamence, néco glycerinu a alkoholu. Skélko se natfe
touto smési a na né kladou se Ffezy suché, nebo v teplé
vodé natazené. Sklicko s Ffezy nechame as 20 minut na
misté teplém 30—45° C; fezy pfischnou. guma s kamen-
cem se jiz nerozpusti. Takto pfFilepené Fezy jest mozno
barviti i ve vodovych barvach mimo fuchsin a safranin,
nebot se jimi barvi i podklad gummy.

JeSté jest vice method, jako: gelatina-chromovy ka-
menec, guttapercha a j., jsou vSak vSechny dosti obtizné
a nedavaji takovych vysledkd, jako pravé udané.

b) Lepeni fezl nebarvenych.

Velice dobra methoda, ktera se dd upotfebiti na fezy
jiz pfedem barvené, hlavné v3ak na takové, Kkteré se
teprve po pfilepeni maji barviti, jest methoda lepeni na
bilek.

P. Mayer (Internat. Monatschr. f. Anat. Phys.,
IVV. 1887).

Z nékolika vaje¢nych bilkl uSlehame snih, ktery
nechame néjakou dobu stati. Po ustani slejeme a smisime
asi 50 g tohoto bilku s 50 g glycerinu, k tomu pfidame
trochu natrium salicylatu ve vodé rozpusténého (jen do-
cela méalo, aby se netvofila pliseft). Smés nutno pfefiltro-
vati, coz vyzaduje delSi doby. Bilku moZzno po nékolik
mésicl pouZzivati. Lee pfida natr. salicyl. k bilku na
snih uSlehanému a zfiltrovanému a poté glycerin.



118

Na vycisténém podloznim skclku rozetfeme dikladné
velice malou kapku bilku nejlépe prstem; muiZeme do-
konce bilek roztirati nejdfive prvnim, pak druhym a
jeSté i tretim Ccistym prstem, takze se zda, Ze neni jiz
bilku na skle. Jest nutno, aby byla vrstvicka jeho velice
nepatrnd, ponévadZz by se pozdé&ji zbarvila a ruSila dojem
preparatl. Rezy paraffinové klademe jeden podle dru-
hého; je*li objekt dobfe zalit a vSe dobfe zfizeno, FeZou
se celé pasky paraffinové, které pfi sobé drzi, a pfeneseme
pak na sklo cely pasek. Kdyz je sklo pIné (tolik, co po-
kryjeme skélkem krycim), nakapeme S§tétcem na sklo
vedle fezl destilovanou vodu; tato vtdhne se pod fezy,
které, jsou-li vhodné tenké, poc€nou se jiZ nyni natahovati
a narovnavati. Vodu mozno téz dfive Stétcem na skélko
natfiti a teprve pak klasti na ni fezy. Jest Uplné lhostejné,
jak vodu prfidavame pod fezy; cinime tak, jak jsme na-
vykli. Vody musi byti sdostatek a pfi tom hledime, by
se fezy nerozptylily po celém skélku; neni-li mozno fezy
staviti k sob&, nahneme pozvolna skélka na jednu stranu,
aby voda odtekla, a pak mozno fezy k sobé jak nalezi
jehlou sefaditi. Potom poloZzime skélko opét do roviny
vodorovné a vloZzime je do thermostatu, nebo na teplou
lazed asi 45—50° C. Rezy se Gplné narovnaji, voda po-
malu vysycha. Rezy takto pFilepené jest nutno po né-
kolik hodin vysouSeti, nejlépe pfes noc. Kdyz veSkeré
fezy jsou uplné pevné pfilepeny, odstranime paraffin
v xylolu, terpentinu nebo chloroformu. Nebarvena serie
pfenese se, aby odstranil se xylol, do alkoholu, ktery se
dvakrate vymeéni; pak moZno uloZiti fezy do vody a do
barvy, aniz bychom se musili obavati, Ze fezy odpadnou.
Takto pfFilepené fezy mozno barviti i odbarvovati vSemi
methodami. ZpGsob tento moZzno co nejlépe doporugditi
na fezy jednotlivé i celé serie.

Gauk: Na dobfe ocisténé skélko dame nékolik
kapek 30% lihu, ktery se musi stejnomérné po skélku
rozprostfiti; na takto pfipravené podlozni skélko klademe
paraffinové fezy. Kdyz mame urcity pocet fezl na skle,
nechame tekutinu pozvolna pfi nizké teploté odpafiti. Za
24 hodiny fezy aplné adhaeruji ke sklu a mozno provésti
na nich veSkeré barveni i odbarvovani, aniz se fezy od
skla odlouci.

Rabi nalepuje methodou Schéallibaumovou a tvrdi,
Zze mozno po pfilepeni kollodiem v Febickovém oleji ves-
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keré pochody s Ffezy podniknouti, aniz fezy odplavou.
Jest vSak nutno pouZziti febickového oleje Uplné Cerstvého,
ktery nesmi na svétle stati, a lepidlo musi se vZdy Cerstvé
pfipravili, jinak Fezy nedrzi. Dle vlastni zkuSenosti a dle
udani Mayerova a j. neni methoda ta spolehlivou.

Rychlda methoda bilkova. Neékdy jest
dluzno pftilepiti jen jednotlivé fezy. Tu pocCiname si tak,
Ze paraffinovy fez, ktery nesmi byti sto¢eny, nybrz rovny,
poloZzime na sklo natfené velice slabé bilkem a pfFitla-
¢ime jej Cistym prstem dlkladné ke sklu za sucha, aniz
jej poloZzime na vodu. Sklicko s fezem nahfejeme, az se
paraffin rozpusti (pfi tom koaguluje bilek, stava se ne-
rozpustnym), vloZzime pak preparat do xylolu, dale do
alkoholu, ktery se vym¢éni, pak do vody a barviva, potom
se odbarvuje, ve vod¢ oplachne, v alkoholu odvodni a
pak se pfenese do xylolu a pFikryje balsdmem.

Michaelis (Pflager’s Archiv XCVII. 1903) udava
tuto methodu pro lepeni jednotlivych paraffinovych fezd:

Rez paraffinovy poloZzi se do misky s vodou, ktera
jest as na 45° C ohf¥ata; kdyz se uplné narovna, vloZi se
podlozni skélko pod tento fez a s nim z vody se vytdhne.
Voda, kterd na skélku zbyla, odstrani se ssacim papirem.
Pak vezme se prouzek hladkého psaciho papiru a pfitlaci
pevné na fez, ktery se od skélka zvedne a pfilepi na papir.
Pfesahujici papir kolem Ffezu se odstfihne, naeZ Fez
i s papirem pfFitiskne se na podlozni skélko bilkem a gly-
cerinem jemné natfené. Bilek musi v3ak byti ohfatim
skélka nad plamenem srazen. Pfenese-li se nyni sklo
i s papirem do xylolu, odpadne papir a Uplné rovny fez
drzi na skle; pak moZno preparadt pfenésti do alkoholu,
vody a do barvy.

PFi lepeni fez( na bilek jest dluzno dbati toho, aby
ani voda ani barviva, kterych pouzivame, neobsahovaly
alkalii. Alkalické roztoky rozpoustéji bilek a Fezy by
ihned odplavaly; je tudiZz nutno pouZivati reagencii a
barev bud C¢isté neutrdlnich nebo kyselych.

Jiny zpdsob, jak mozno v paraffinu zhotovené fezy
lehce narovnati a na podlozni skélka nalepovati, je tento:

DFive nez po¢neme Fezati, pfipravime si destilovanou
vodu ohfatou na nizsi stupen teploty neZz je bod tani
paraffinu (as 42—45° C), kterou nalejeme na misku (nej-
Iépe Petri-lio miska).



Rez sejmeme s noZe a opatrné jej pfeneseme jehlou
na ohratou vodu, kde se ihned narovna, byl-li stocen,
eventuelné napoméhéame jehlou fez roztdéeti. Dluzno dbati
toho, aby Feznéa plocha, kterou pozname dle lesku, byla
poloZzena na vodu. Stéaceji-li se Fezy, tu nutno pfiloZiti

. jehlu opatrné k fezu
<, 1 v té chvili, kdy ndz

A
/N potne preparat fezati,
“”  priemZ nesmime pfi-

\ tlaciti jehlou fez pev-
7 né knozi, nybrz jehla

musi byti volné nad
noZzem drZzena v leh-
kém doteku k prepa-
ratu; takto se nejlépe
zamezi staéeni fezd. Dluzno dati pozor, aby ostfi noze
nebylo jehlou poSkozeno, coZ se velice €asto stava, neZz
nabude se zru€nosti v té praci.

Iv tomu Géelu jsou pofizeny rlizné stavéné ,nataho-
vaée“ fezl. (Obr. 56.)

KdyZ mame jiz dostateény pocet fezd na vodé nata-
Zenych, pockdme, az voda vychladne, a Cistou
lopatickou pfenasime fezy na podloZni sklo, které
bylo bilkem natfeno, toto pak uloZzime do ther-
mostatu na tak dlouho, az
voda vyschla. ZkuSenost
uci, Ze jest nejlépe fezy po-
nechati Gplné po 24 hodin
v suSarné, ktera jest nej-
.vySe na 50° C vyhrFata.
Takto pfilepené fezy sne-
sou bez poruSeni celou dalsi
manipulaci — odstranéni
paraffinu v xylolu, dale
pfeneseni pfes alkohol do
vody a barvy, napotom
pfeneseni pfes alkohol do
xylolu apfFikryti pryskyfici.

Jde-li o sériové Tezy
celych embryi, kde serie
Citd velky pocet skel, tu
zjednoduSime sobé velice
préaci s odstranénim paraf- obr. 57.




121

finu, pfendSenim do alkoholu vody a barvy, pak opét po
obarveni pfenasenim do vody, alkoholu a xylolu tim zpd-
sobem, Ze pouZzivame draténych ,,koSickli#4 do kterych
vkladame serie skel za sebou jdoucich, a celou manipulaci
provadime s vice (obyCejné 10) skélky najednou. (Obr. 57.)

Vady, vyskytujici se pFi hotoveni sériovych tezl
z paraffinu.

Pfenesou-li se serie ze xylolu do alkoholu a potom
do vody, povstava bild srazenina na skle, coZz poukazuje
na to, ze v poslednim xylolu naléz4 se jiz mnoho rozpusté-
ného paraffinu nebo v alkoholu mnoho xylolu, ktery dava
taktéz ve vodé srazeninu. Vadu tuto odstranime vloZenim
celé serie jeSté jednou do éistého alkoholu a pak teprve
do vody.

Nékdy se stdva, ze Castky Fezu odplavou bud jiZ
v xylolu nebo v alkoholu. V takovém pfipadé nebyl Fez
dostatecné pfilepen k bilku. To stdva se tehdy, kdyZz po
ulozeni serie do thermostatu zdstaly pod fezem bublinky
vzduchu, takZze na téch mistech nepfilnul fez na bilek.
Této vadé nelze pozdéji nijak odpomoci. Musime dbati
toho, by bublinky vzduchové pod fezy nezlstavaly.

Stava se Casto, Ze fez na misté, kde byla vzduchova
bublinka, neni nikterak poSkozen, avSak pFi barveni na-
jdeme, Ze ono misteCko se mnohem intensivnéji zbarvilo,
nez ostatni fez. Déje se to tim, Ze v téch mistech tkan
vice bobtna a pfijiméa vice barviva. Mista takova, vime-li
0 této vadé, pfFi studiu nikterak nevadi, kazi snad jen
celkovy dojem.

V nékterych pfipadech se stava, Ze fezy vibec nedrzi
a pfijdou-li serie do vody nebo barvy, tu odplavou. V tom
pfipadé dluzno pomysSleti na to, Ze bud skla nebyla Fadné
vyCiSténa, nebo reagcncie, kterych bylo pouZito, po pf¥i-
padé barviva, byla alkalicka, a tim rozpustén byl bilek.
Podlozni skla, kterych se pouZiva k lepeni fez( bilkem,
nutno éistiti kyselinami. Hodlame-li oégistiti sklicka, ktera
byla bilkem natfena, tu nutno je nejdfive omyti v sodé,
ktera bilek rozpousti, potom v okyselené vodé a nakonec
v alkoholu.

Sériové fezy, které nelpi dobfe na skle a lehce od-
plavou, mozZno zachranili tim zplsobem, Ze pfevede se
serie paraffinovd do slabého celloidinu. Jakmile se od-
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strani z fezd paraffin — v té dobé fezy téméf nikdy,
byt byly i slabé drzany, neodplavou — ponofime sklo se
sérif ezl do velice slabého roztoku celloidinu v alkohol-
aetheru. Po vynéti drzime malou chvilku sérii na vzduchu,
az odkape prebytecny celloidin, nacez vloZime skélko do
slabého alkoholu, pak do vody; timto zpdsobem zachrani
se jisté celé serie. PFi barveni se ovSem stava, Ze néktera
barviva obarvi i celloidin.



IX. Barveni preparatd.

Zkoumame-li Zivy materidl nezbafveny nebo nezbar-
vené fezy materidlu fixovaného, nardazime na velké obtize
pfi rozeznavani jednotlivych elementl. Az do let pade-
satych predeSlého stoleti délo se histologické vySetfovani
jen na nebarveném materidlu. Teprve Ger lach naho-
dile obdrzel prepardt mozku zbarveny karminem. Zkou-
maje totiz tk&A mozkovou, odklddal nepodafené fezy
z volné ruky hotovené do nadobky s vodou, ve které
nahodile byla zrnka karminovd, kterymi se voda zbarvila.
Druhého dne shledal, Ze fezy v nadobce ulozené se zbar-
vily. Prohlizel fezy a shledal, Ze bunky gangliové se cer-
vené zbarvily, pfi ¢emZ intensivnéji byla zbarvena jejich
jadra. Takto vznikl pocatek barveni fezl, a tim nova
epocha histologického vySetfovani. R. 1858 uvefejnil jiz
Gerlach: ,,Mikroskopische Studien aus dem Gebiete der
menschlichen Morphologie“ na zakladé preparatl barve-
nych karminem. V té dobé jiného barviva kromé karminu
se neuzivalo. Rlznou fixaci a rGiznou pf¥ipravou preparéat(
nastala potfeba vyrobiti rizné kombinovana barviva kar-
minovd; tak byl karmin dle Freye, Bcala, Thiersche a j.
Roku 1865 objevil se haematoxylin kamencovy dle Gdaje
Boehmerova. Od té doby vznikly jednak rlizné kombinace
znamych barev, jednak vynalézany byly barvy nové.
Nova epocha v barveni histologickych preparatd vznikla
vynalezenim barev dehtovych — anilinovych. Ranvier
ve své histologii (1875) uvadi jiz nékterd barviva dehtova
(fuchsin, chinolinovou modf, anilinovou modf), avSak teh-
dejSi methoda barveni neodpovida dneSnimu barveni bar-
vami anilinovymi, jak pozdéji uvedeme. Princip methody
barveni dehtovymi barvivy udal v r. 1875 Hermann;
v jednotlivostech tuto methodu propracoval teprve F le m-
ming v r. 1881. Od této doby UZasné vzrostla literatura
o barveni preparéatl; sledujeme-li vak toto moderni ,,bar-
vickovantg vidime, Ze pravé tak, jako vznikaji z ne-
spravné methody fixace nespravné dedukce o tkanivech,
zavadi také barveni, neni-li dostatek vlastni kritiky, n a
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scikesti. Vyskytly se varovné hlasy (Nissel a j.) pfed
ukvapenymi dedukcemi, a jest nutno, aby také na poli
barveni jeSté velice mnoho a cisté védecky se badalo.

Dosud neni rozfeSena otdzka, jde-li pfi barveni, t. j.
pfi vazani se barev k elementim, o pochod chemicky &i
fysikalni. Jsou dva tabory badatell: E hr lich, Mayer,
Benda aj. jsou toho minéni, Ze jde o pochod chemicky,
naproti tomu Gierke, Rawitz azvlasté Fischer
snazi se dok&zati, Ze je to projev fysikalni.

Zajimavym, moZno Fici psychickym projevem jest
snaha kazdého zacCatecnika pfi histologické praci preparat
C0 mozna nejpestfeji zbarviti. — Pracuje-li déle, tu do-
chézi k tomu presvédceni, Ze ¢im jednodudsi methoda,
tim je lepSi, a uvédomi si, Ze barvenim chceme jen snad-
néji elementy differencovati.

PFi histologickém barveni rozeznavame barveni d i f-
fusni a elektivni. Prvniho uZijeme jen v neget-
nych pfipadech, hlavné tehdy, jde-li na pf. o to, aby du-
tiny v urcitém organu lépe vynikly. PFi barveni e lek-
tivnini jen urCité elementy barvivo pfijmou, ostatni
tkan vsak zlstava témeéf, nebo Uplné nezbarvenou; na pf.
barvime pouze jadra bunéfnd, nebo jen plasma bunék.
Déle rozeznavame barveni specifické nebo histo-
logické, kdy jen urCité elementy se zbarvi, vie ostatni
jest bezbarvé; na pf. specifické zbarveni vldken nervo-
vych po zlaté a j.

Barveni progressi vni nebo-li pfimé a bar-
veni regressivni, nepfimé. V prvém pfipadé
barvi se za urcitou dobu, na p¥. jadra; poneclidme-li pre-
parat déle v barvivu, zbarvi se téz jiné elementy. Barveni
regressivni vyzaduje diffusniho zbarveni
celého preparadtu a teprve potom vyluCujeme odbarvova-
nim prepardtu prebyte€nou barvu, kterd vadZe se jen na
ur¢ité elementy; déje se tak na pf. u vétSiny barev dehto-
vych.

Methody barveni rozdélujeme je$té na barveni sub-
stantiv ni (samostatné) a adjektivni (pfidat-
né). V prvém pfipadé staci, vloZzime-li preparaty do bar-
viva a barvime-li beze vSeeh jinych pfiprav; u druhé
methody jest zapotfebi preparat dfive pfipraviti urcitou
latkou, t. zv. mofidlem, aby barvu pfijal.

Po strance praktické rozezndvame barveni v celku
(v kuse) a barveni Fezl. Dale jest mozné t. zv. bar-



125

veni dvojité, pouzijeme-li jednak barev elektivné barvi-
cich jadra a jiné barvy, kterd vaZe se jen na plasma
bunécné. Jakési dvojité barveni je téZ tam, kde nastava
t. zv. metachromasie; pfi pouziti jedné barvy
ur€ité elementy zbarvi se na pf. modfe, jiné zbarvi se
toutéZz barvou Cerveng.

Na literaturu histologiekého barveni neni nd&m mozno
zachazeti; uvadime jen tolik, Ze barveni preparatld mikro-
skopickych povstavalo jednak nahodile, zkusmo, bez pfed-
pokladd védecky doloZenych, anebo bylo adaptovano
z technického prdmyslu barvifského, kde barvi se urdité
latky, jako vlna, bavina, hedvabi a k{Ze; z tohoto bar-
vifstvi bylo hlavné adaptovano barveni adjektivni t. zv.
pracovany methody rlizného barveni; jak a odkud po-
vstaly, nalezi do jiné discipliny.

O pfipravé barviv. V dneSni dob& mnoho tovéaren
dodava veSkera barviva jiz hotova. Pfece vSak mozZno
doporuciti, aby si kazdy pfipravoval roztoky barev sam,
a to nejen z dlvodd dspornych, ale hlavné proto, Ze né-
kterd barviva konaji dobrou sluzbu jen tehdy, jsou-li
UpIné cCerstvd, a tu nemozno se spolehnouti na barvivo
z obchodu.

Jind barviva jsou velice stald a ¢im jsou starSi, tim
Iépe barvi; takova mozno si pfipraviti ve vétsim mnoz-
stvi a jsou vzdy po ruce. OvSem pFiprava barviv vyZa-
duje gistych ingredienci; o jakosti téchto pfipravkd mozno
se presvédCiti a pracovnik alespon urcité vi, s jakymi
ldtkami pracuje. Na jakost barviva v obchodé vyrobeného
nemozno se s urcitosti spolehnouti, a mnohdy jen proto,
Ze barvivo nebylo dobfe pfipraveno, neobdrZzime zadané
Cistoty pfi zbarveni preparatli. Rozhodnym dlvodem pro
doméci pfFipravu barviv jest ovSem také dspora, nebot
mnohé barvivo pfipravime si tak lacino, Ze se to neda
ani srovnati s cenou v obchodé.

V nasledujici stati uvadime barviva v histologii vSe-
obecné uzivana, jakoZz i bliz8i Gdaje o jejich pFipravé.
Barveni podle jistych pfedpisi provadénda, na pf. methoda
Weigertova na nervstvo, na gliova vlakna a j. v., uve-
dena jsou ve stati specielnich method.

Nejvice uZivanad jsou barviva, ktera obdrzime rlz-
nymi kombinacemi a pfipravou z krystall haematoxylinu.
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Krystaly haematoxylinu jsou vytazky ze dfeva cam-
pechového. Dle P. May era jest v haematoxylinu
obsazen haematein, ktery teprve ve styku se zemitymi
solemi nebo solemi nékterych kov( dava barvivo; haemato-
xylin Cisty neni tudiZz barvivém. VeSkeré t. zv. ,haemato-
xyliny“ hned po pf¥ipravé nebarvi; jest dluzno nechati je
LUzrat# ,Zréanist haematoxylinu vyzaduje dosti dlouhou
dobu; v oteviené lahvi i nékolik tydnd. Haematoxylin
z haemateinu pfipraveny jest barvivo, kterym moZno
ihned barviti bez dalSiho uzrdni. V dnedni dobé obdrZzime
v obchodech krystaly haematoxylinu i haemateinu. Iv pFi-
pravé barev haematoxylinovych jest nejlépe uchystati si
roztok krystald haematoxylinovych v alkoholu v poméru
1:10; roztok tento dava barvu hnédééervenou, a jest
mozno si z ného pfipraviti barvivo s kamencem nebo ze-
mitymi solemi. Jind vlastnost haematoxylinu je ta, Ze
hacmatoxylinovy roztok ve styku s nékterymi solemi
kovl, jako: Zeleza, médi aj., dava zvlastni ,,lak4 barev-
nou sGl. Basemi téchto kovd impregnuje se nejdfive pre-
pardt a teprve po této impregnaci vkladame preparat do
haematoxylinu, ktery v doteku se soli kovu tvofi lak.
0 methodé& této viz nize.

Barviva haematoxylinova.

Plvodni barveni haematoxylinem délo se takto: Na
drobné kousky modrého dfeva (Lignum campechianum)
v nadobé ulozené nalil se nasyceny roztok kamence. Po
nékolika dnech i tydnech utvofil se extrakt barvy modro-
fialové, kterym se barvily preparaty. Vytazek daval dosti
dobré vysledky, vadou jeho vSak bylo, Ze extrahovan byl
ze dieva téz tannin, ktery plsobil nékdy velice $kodlivé
pfi barveni. Tomu odpomozeno pozdgji tim, Ze chemickou
cestou byla extrahovana latka 0Cinnd, kterd pfichazi do
prodeje pod ndzvem haematoxylinu, a které se dnes je-
diné uZiva.

Nejstarsi pFedpis ku pfipravé haematoxylinu jest
Bohmerdv. Kamencovy haematoxylin (Bohmer 1865).
1 g kamence rozpustil se ve 240 ccm vody; na hodinové
sklicko nakapalo se nékolik kapek hnédého alkoholického
vytazku dfeva campechového asi 1:12 abs. alkoholu.
V pozdgéjsi dobé teprve udan predpis pod ndzvem Bdhme-
rova haematoxylinu:
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1 iHaematoxyl.cryst. 0*35 ¢
\ Alkohol abs. 10-— ¢
9 | Kamenec dras. 0*1 g
\ Voda dest. 30*— g

Z roztoku 1. nakapeme nékolik kapek do roztoku
kamence, nechadme nékolik dnl na svétle stati a tak
obdrzime fialovou barvu, kterou pfed pouZzitim jesté filtru-
jeme. Barvi jadra bunéénad hlavné po fixaci alkoholem
nebo Mdllerovou tekutinou. Byl-li preparat pfebarven —
totiz bylo-li vedle jader zbarveno téZz protoplasma nebo
vazivo atd. — tu vymyjeme preparat v docela slabé
kyseling octové, solné nebo pikrové, dlkladné jej prope-
reme v dest. vodé, odvodnime v alkoholu a pfFes olej
pfeneseme do kanady.

Kamencovy liaematoxylin (Frey):

v iHaematoxyl.cryst. lg

a' \ Alkohol abs. 30 cc

fv i Kamenec dras. 0*5—1 g
' 1Voda dest. 30 cc.

Nakapeme nékolik kapek roztoku a) do roztoku b)9
az obdrzime fialovou barvu; smés nechd se stiti na svétle
nékolik dnd, pak se filtruje. Preparaty jsou zbarveny po
5—30 minutach. Fixace preparatd déje se hlavné alko-
holem, Mdullerovou tekutinou a chromovymi solemi, kys.
octovou, formolem a sublimatem. Pfebarvené.preparaty
mozno odbarviti v roztoku kamence, v némz dluzno je po
nékolik hodin ponechati; potom nutno preparaty dikladné
ve vodé vyprati.

Kysely haematoxylin kamencovy (Ehrlich):

Haematoxyl. cryst. 29
kys. octova ledova 10 cc
glycerin 100 cc
alkohol abs. 100 cc

kamenec draselnaty v nadbytku.

Smés dluzno ponechati delSi dobu na svétle, az po-
vstane krvavé éervena tekutina (asi po 4 dnech). Teku-
tinu filtrujeme a v dobfe uzavfené lahvi uschovame. Tento
haematoxylin barvi po nejrlznéjsich fixacich v dobé né-
kolika minut.
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Haemat oxylin-glycerin-kamenec (13e-
la field). Pfipravime si nejdfive Cisty alkoholicky roz-
tok haematoxylinu v krystalech: 4 g na 25 cc abs. lihu
(doporu€uje se miti tento roztok vzdy v zasobé, jelikoz
se nekazi), atento vlejeme do 400 cc nasyceného roztoku
amoniakalniho kamence (rozpousti se asi 1:11). Tuto
smés roztokl ponechame asi 4 dny v oteviené nadobé
na svétle, az obdrzime tmavé fialové barvivo, které sfiltru-
jeme a pfidame k nému 100 g Cistého glycerinu a 100 g
methylového alkoholu. Potom opét filtrujeme. Barvivo
takto pfipravené nechdme v oteviené lahvi na svétle
stati (i 2 mésice), az jest uplné tmavé. PFi barveni nutno
tento haematoxylin dosti rozfedit!; barvi velice rychle a
elektivné.

BGtschli doporuGuje Delafieldlv haema-
toxylin rozfediti takovym mnozstvim kyseliny octové, az
modra barva zméni se na Cervenou; toto barvivo barvi
jeSté ostfeji jadra nez predeSlé.

DoporuCuje se preparaty, barvené kyselymi roztoky
haematoxylinovymi, vyprati v obyCejné vodé, ktera slabé
alkalicky reaguje; tim nabudou pékné modré barvy.

Carazzi (Z. f. w. M. 1911) Jodkalium-jod-haema-
toxylin. Barvu pfipravime takto: Rozpusti se

Haematoxilini cryst. 0*5 ¢
Kalii jodati 0*01g
Alum. crud. 25*0¢g
Glycerini 100 ccm
Ag. dest. 400 ccm.

Po 2 hodinach jest haematoxylin schopny barveni.
Barveni jest trvalé, nevybledne jako ostatni haemato-
xylinem zbarvené preparaty, na nichz hlavné periferie
fezu pod skélkem bledne.

Haemacalcium P. Mayer:

Haematein 1lg
Chloraluminium lg
Chlorcalcium 50 g
Acid. acet. glac. 10 cc
Alkohol 70% 600 cc.

Nejprve rozetfeme jemné haematein s chloralumi-
niem a rozpustime jej v kys. octové a alkoholu bud za
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tepla nebo za studend, a nakonec pfidadme chlorcalcium.
Barvivo jest Cervené fialové. Barvi-li se fezy pfili§ cCer-
vené, pak vymyji se ve 20% roztoku chloraluminia v alko-
holu. Obycejné vSak dostaci vyprani v neutralnim alko-
holu. Dle zkuSenosti nebarvi tak elektivné, jako vodné
roztoky haematoxylinu.

Z uvedenych pfedpisi pro zhotoveni barev z krys-
tald haematoxylinovych vidno, Ze veSkeré tyto barvy
potfebuji urcité doby, aby uzrdly, jinak nebarvi.

Jiz roku 1842 Erdmann (Journal f. prakt. Chemie
XXYI. a. 1L c 1858 LXXV.) vyrobil prvni chemicky Cisty
haematein a dokazal, Ze barvici schopnost haematoxylinu
pfinadlezi pravé haemateinu; haematoxylin barvi jen tehdy,
pfevedeme-li jej oxydaci v haematein. Z uvedenych pfi-
kladl, jak pfipraviti rdzné haematoxyliny, jest pravé vi-
déti snahu oxydaci haematoxylinu pfevésti tento na hae-
matein; k pochodu tomu za obyCejné pfipravy kamenco-
vymi solemi je tfeba delS§i doby. Hensen spravné
upozoriuje na to, aby kazdy, kdo s haematoxylinem pra-
cuje, seznamil se nejdfive dlikladné s literaturou o haema-
toxylinu, jmenovité s praci Erdmannovou, aby ,zbytec-
nych objevis ubylo. NemoZzno nam zde zachazeti na
tuto literaturu, odkazujeme jen na praci Hensenovu, kde
jest celd literatura snesena; on sadm pak ujal se vdécné
prace o haematoxylinu a haemateinu, ale hlavné o Zele-
zitém chromhaemateinu. Po ddkladném chemickém pro-
studovani dochazi k zavérim, ze kterych vysla udanf
o zelezitych a chromokamencovych haemateinech, dopo-
ruéujicich se co nejlépe; barvi bez dlouhotrvajiciho zrani.
Poukazujeme jen k tomu, Ze pfiprava téchto haemateind
vyZaduje naprostou pfesnost, chceme-li obdrZzeti trvanlivé
barvivo.

Z rGiznych predpisd uvedeme jen p¥ipravu Zelezitého
a chromokamencového haemateinu, se kterymi Uplné vy-
stacime.

I. Zelezity haematein Hensen.

1. 10 g Cistého Zelezitého kamence (Ferriammonium-
sulphat) rozpusti se ve 150 g dest. vody za tepla.

2. 1*6 g haematoxylinovych krystall rozpusti se za
tepla v 75 g destilované vody.

Oba roztoky musi vychladnouti, nacez se smisi tak,
Ze pfidavame po kapkach roztok Zelezitého kamence do

Rejsek, Mikroskopicka technika. 9
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haematoxylinu za stalého michani. Okyslicovani probiha
za studena velice zvolna. Obdrzime nejdfive smés roz-
tok{, jejiz barva jest nejdfive hnéda, poté modra a ko-
neéné tmavé fialovda. Smés pomalu zahfivdme az na bod
varu, kdy reakce rychle postupuje. OhFivani provadime
nejlépe ve sklenéné bafice. Smés neponechame déle ve
varu nez y2—1 minutu. KdyZz vychladne, pfidame k ni
1*40 g amoniumsulphatu. Barva musi byti tmavohnéda a
roztok musi kysele reagovati. Nepatrné mnoZstvi sraze-
niny — tvofici se i pozd&ji — jest nutno v ladhvi pone-
chati. V fezech zbarvi se jadra, vlastné jejich struktura,
velmi uréité a jasné na éerno. Barveni déje se velice rychle
(za y2—1 minutu); ohfeje-li se na 40—5C° C, jest pre-
parat zbarven okamzité.
Il. Chrom okamencovy dioxyhematein.

1. Chromovy kamenec chemicky éisty 10 g rozpusti
se ve 250 g destilované vody a vafi se tak dlouho, az
obdrzime zeleny roztok.

2. 1 g haematoxylinu rozpusti se za horka v 10 g
destilované vody. Oba roztoky se smisi za stalého michani.

3. Po zchladnuti pfid4d se do slabé zbarveného roz-
toku 0*5 g kyseliny sirové (asi 5 cc 10% Kkyseliny sirové)
a konecné se oxyduje barva pfidanim:

4. 0*55 g dvojchromanu draselnatého, rozpusténého
v 20 cc teplé destilované vody. Tento roztok nechame
zchladnouti a pfiddme jej za stdlého michani po kapkéach
do chromokamencového roztoku haematoxylinu.

KdyZz je vSe dobfe promichano, ohfejeme roztok az
do varu a pfi ustavicném michéani vafime barvu as 2 mi-
nuty. Za varu rozpusti se lak téméf aplné. Pfed barvenim
nutno barvu vzdy filtrovati. Rezy barvi se 1—2 minuty.
Zbarveni jest modroéerné; barvi se distinktné jadra, néco
méalo plasma. Barva jest velice trvald a doporucuje se
mnohem Iépe nez obycejné kamencové haemateiny.

Weigertdv haematoxylin. Haematoxylin
tento neni vlastné barvivém v pravém slova smyslu,
nybr?z dava pozdéji se solemi chromovych kovl lak a
upotfebi se jen ve specielnim barveni nervovych vlaken,
jak pozdéji uvedeme.

Haematoxylin cryst. 1g
alkohol, abs. 10 cc
destil, voda 90 cc.
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Kultschicky-Wolters Kkysely haematoxylin
(pouziva se jako predeSly jen pfi specielnim barveni
Weigertovy methody na vldkna nervova).

Haematox. ciyst.

i
kys. oct. led. 2 %c
voda dest. 100 cc
alkohol 96% 10 cc.

Karminova barviva.

Karmin byl vSeobecné uzivan jako barvivo po uve-
fejnéni prace Gerlachovy r. 1858. Pfed nim jiz pouzival
karminu r. 1851 Corti. Jest podnes v histologii pouZivan,
avSak ne jiz v tak velkc mife, ponévadZ technika histo-
logického barveni mlze se dnes vykazati rlznymi bar-
vivy, ktera znaéné predéi karmin. Kazdému jest znamo,
Ze nékterd barviva karminové, jako ammoniakaini karmin
a j., nedavaji takovych vysledk(, jak bylo dfive hlasano;
pfitom se vSak nebéfe zfetel k tomu, Ze dneSni technika
fixovani, zalévani atd. ma velky vliv na nasledné barveni.
V tom jest hlavni vada neuspokojivych vysledkd pfi bar-
veni barvivy karminovymi. Nahradou za nevyhovujici
ammoniakalni karmin méame dnes velkou Fadu jinak pf¥i-
pravenych karminl, které daleko pfede f karmin ammonia-
kélni. Dale nalezneme Cetnou literaturu o pfipravé t. zv.
pikrokarminu, ktery taktéZ neodpovida pozadavklim,
které byly na ného kladeny. P. Mayer pfinaSi rozbor
tohoto barviva a jeho pfipravu, jakoZz i upotfebeni, a
dochézi k vysledku, Ze pilrokarmin neni chemicka slouge-
nina, jak se domnival Ranvier, nybrZ docela nestéilé
smés pikranu ammonatého, ammoniakalniho karminu a
volného ammoniaku, ktera plsobi mnohdy velice zhoub-
né na preparaty. Jen v tom fidkém pfipadé, chova-li
velice méalo volného ammoniaku a dosti ammoniakalniho
karminu, dava dvojité zbarveni. Zcela spravné pravi
Mayer, Ze pikrokarmin md historické prdvo; objevenim
jeho stal se veliky pokrok proti dfive uzivanému ,,B e a-
lovu*“ karminu. DneSni dobou vSak musime dati pfed-
nost kamencovému boraxovému karminu. parakarminu a
jinym vice.

Nasledkem podstatnych a doloZzenych dlvod( uva-
dime jen ona karminovad barviva, u kterych docilime
skute¢né dobrych vysledkd.

9*
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Velice dobré barvivo skyta kamencovy vytazek koSe-
nily dle Czokora:

KoSenila (celi suSeni Cervci) 1g
kamenec draselnaty lg
voda dest. 100 ¢

Barvu si pfipravime takto: KoSenilu s kamencem
rozetfreme na praSek, ktery vafi se ve vodé tak dlouho,
az se voda asi na polovinu odpafi. Roztok nechame vy-
stydnouti a dikladné dvakrate profiltrujeme. Obdrzime
€ervené namodralé barvivo, které barvi jadra bunéénd
tmavé, plasma svétle éervené. Fixace preparatd muze
byti libovolnda; po alkoholu, sublimatu, formolu a j. barvi
preparaty dosti rychle a nepfebarvuje jich; po chromo-
vych solich barvi pomaleji. Aby se zamezilo bujeni plisni,
mozno do roztoku pfidati trochu phenolu nebo formolu.
Doporucuje se uzivati éerstvé pfipravenych barev, nebot
po delSi dobé& se koSenila srdzi a barveni neni &isté,
ponévadZ vznikaji lehce srazeniny v preparatech. Toto
barvivo jest velice dobré na probarvovani preparatl
v celku.

KoSenila na éerno barvici. Hensen
udava pfipravu ferrikoSenily nasledovné: 8 g Zelezitého
kamence (Ferriammoniumsulfat) rozpusti se ve 250 g
dest. vody; 5—10 g na praSek rozetfené koSenily smicha
se s timto roztokem a pfidd se k nému 15 cc 10% Kys.
sirové. Za stadlého michani zahfivad se vSe az do varu a
neché se 15—20 minut vafiti. Poté pfida se opét do barvy
10 cc 10% Kkys. sirové. KdyZz roztok vychladne, filtruje
se, imZ obdrzime barvu &ernohnédou, velice stadlou. Rezy
barvime 5—10 min. a vymyvame dest. vodou; v oby-
Cejné vodé se barva jeSté lépe fixuje. V pFipadé prebar-
veni moZno preparéat odbarviti a to bud zvolna ve 2—4%
kyseliné octové nebo rychle v 0*5% kys. sirové. Barvu
mozno doporuéiti co nejlépe, hodi se k barveni po riz-
nych fixacich.

Karmin kamencovy. (Grenacher.)' /
karmin 0*5—1 g
kamenec drasel. ;1—5 ¢
voda dest. 100 g.

Smés vafime asi 10—20 minut a obdrZzime Cervenou,
do modra odstinénou barvu, kterou po vychladnuti filtru-
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jeme. Jest radno pfipravili si vzdy Cerstvou barvu v men-
§im mnozstvi v eprouvetté, nebot nezalezi pfili§ na po-
méru karminu ke kamenci. Po vychladnuti zbyva vzdy
usazenina karminova, ktery byl jen z&&sti v kamenci
rozpustén. Barveni neni pfili§ intensivni, pfebarveni nikdy
se nevyskytuje. Fixace preparatu jest libovolna. Toto
barvivo jest vyhodné k probarveni v celku, hlavné po
fixaci v alkoholu, sublimatu, pikrové kyseliné a j. v.

Karmkamenec. (Karmalaun dle P. Mayera.)

karminova kyselina (firmy Merck) lg
kamenec draselnaty 10 g
voda dest. 200 cc.

Rozpousti se za tepla, nechd se usadit a za studena
se filtruje. Jako antiseptikum p¥ida se néco formolu nebo
salicylové kyseliny (0*25 g). Roztok jest trvanlivy. Fixace
preparatli _libovolna. Barvi téZ preparaty po kyseling
osmiéelé. Rezy, které po zbarveni vypirdme vodou, maji
téZz plasma bunécné zabarveno. Hodlame-li dociliti elek-
tivniho zbarveni jader, vypirame fezy v roztoku kamence,
ktery musime opét z fezu vodou odstraniti. Karmkame-
nec probarvuje a vnika lépe do preparatd v celku nez
karmin kamencovy. DdleZito jest povSimnouti si pfi bar-
veni toho, aby preparaty nereagovaly alkalicky.

VeSkerd uvedend barviva s kamencem jsou ve vy-
sledku stejnocenna. Po €ase srdzi se barvivo na dné a
na sténach lahve, jen karmkamenec zlstavd na dlouho
¢istym. Karminovych barviv dle rdznych aGdajd (Schnei-
der, Haman, Henneguj a j.) s kyselinou octovou pfFipra-
venych nemozno doporuciti dle vlastnich i jinych zkuSe-
nosti, procez jich ani neuvadime.

Basické t. zv. neutralni karminy.
Magnesia karmin. (P. Mayer.)

Karmin 1 g
Magnesia usta 01lg
voda dest. 50 cc.

Smés vafi se as 5 minut, nechd se usaditi a vychladla
se filtruje. Jako antiseptikum pfida se nékolik kapek
formolu (3—5 kapek). Barva zlstava dlouho &irou, ne-
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srdzi se, barvi jak Fezy tak preparaty v celku. Po barveni
vypira se preparat ve vodé.

Ammoniakalni karmin (dle Ranviera).
Karmin rozpousti se ve vodé, do které se da jen tolik
ammoniaku, aby se karmin rozpustil (musi miti barvu
fialovou, nikoliv krvavé €ervenou)! V Siroké nddobé necha
se za studend na vzduchu odpafovati. SuSina rozpousti
se ve vodé. (Karminu toho upotfebuje se velice zfidka,
nebot jiné, preparatdm nesSkodné karminy zarucuji ne-li
lepSi, tedy alespofi stejné vysledky.)

Lit bio vy karmin (Orth.):

karmin 149
lithium carbonat 12 ¢
voda dest. 100 cc.

Preparaty obarvené dluzno differencovati v 70% alko-
holu, do néhoZz pfidana kyselina solna (na 100 cc alko-
holu 1 cc kyseliny solné). Barvi rychle jadra bunétnéa po
fixaci alkoholem a chromovymi solemi. (Nedoporucuje
se, ponévadz pfiliS maceruje preparaty.)

Alkoholové karminy.
Borax karmin (Grenacher):

Karmin 29
borax 49
dest. voda 100 cc
alkohol. 70% 100 cc.

Borax rozpusti se ve vodé&, pfida se karmin a smés
vafi se 10—20 minut, do vychladlé smési pFfida se alkohol,
nacez se filtruje. Rezy probarvené borax karminem se
pfenesou pfimo do 70% lihu s kys. solnou (4—6 kapek
na 100 alkoholu), kde z@stanou tak dlouho, pokud kon-
trolou pod mikroskopem nevidime, Ze veSkerd barva se
naléza v jadrech a Ze plasma je bezbarvé. Barvy této se
pouziva téz pfi barveni v celku, le¢ u ponékud vétSich
preparatld vytvofuji se uvnitf srazeniny, kterych ne-
mozno jiz v kyselém lihu rozpustiti. (Probarvené fezy
nebo preparat v celku nesmi pfijiti do vody, sice se Uplné
odbarvi; jest nutno prenésti jej pfimo do 70% lihu!)
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Parakarmin. P. Mayer:

karminové kyselina 1 g
chloraluminium 0-5¢
chlorcalcium 4 g
70% alkohol 100 cc.

Smés rozpusti se za tepla nebo za studena; prebytek
usadi se na dné, €isté barvivo se sfiltruje. Toto jest barvy
svétle éervené a hodi se dobfe na probarveni v celku.
Protoplasma barvi se riZzové. Chceme-li dociliti elektivniho
zbarveni jader, pfidame do alkoholu, ve kterém preparaty
vypirame, chloraluminium nebo 2.5% ledové Kkyseliny
octové. Preparadty nesméji reagovati alkalicky.

Karmin s kyselinou solnou. (Grena-
cher-Mayer):

karmin 49
voda dest. 15 cc
aeid. chlorie. 30 kapek.

Karmin rozpusti se ve varu a do této barvy pfidame
95 cc alkoholu 85%. Smés filtrujeme za horka a neutrali-
sujeme ammoniakem tak dlouho, az pozorujeme, Ze pravé
zOstava trvala srazenina. Po vychladnuti filtrujeme znovu.
Roztok barvy smi se ovSem jen silnym alkoholem zfe-
dit!. Obarvené preparaty vymyji se pfimo v 80—85%
lihu; pro elektivni zbarveni jader pfida se do alkoholu
kapka kyseliny solné.

Preparaty udanymi karminy zbarvené mozno zbar-

dvojitého zbarveni jako pfi barveni t. zv. pikrokarminy.

Barviva dehtova.

Barviva dehtova, kterd nesprdvné jsou nazyvana
barvivy anilinovymi, zaujimaji v dneSni histologické tech-
nice barveni pfedni misto. Dle chemického sloZeni roz-
liSuje E hrlich barviva dehtovd kyselda, zasa-
ditd a neutralni. Dovozuje dale, Zze barviva za-
saditd barvi jadra, barviva kysel4d plasma. Barviva ne-
utralni maji pry zvlastni vztahy k uréitym elementim
plasmatu bunééného k t. zv. granulim; dle zbarveni
granul rozeznavd opét granula acido-, baso- a

ileutrofilni, kterd jeSté dale rozliSuje: acido-
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filni a) p) atd. DluZzno miti na zfeteli, Ze E hrlich
odvozuje toto rozliSovani z barveni krevnich preparatl
na skélku suSenych. Zcela jiné poméry nachadzime ovSem
pfi barveni fezl preparatll. Pfesvédéime se velice snadno,
Ze na pf. z&sadité barvivo ,,safranin“ barvi jadra, po-
uzije-li se vSak urcitych mofidel, barvi pouze plasma
bunécné. Methylova modfF pfi intravitdlnim barveni
pfechazi hlavné na plasma, a€ jest barvivém zéasaditym.
Vesunin (Bismarckova hnéd) a methylova zelen barvi
jadra pfimo, aniZz bychom pouZili zvlaStniho odbarvovani,
avSak témeér vSechna ostatni barviva dehtovad davaji
barveni jen po nepfimé — regressivni methodé.

Roztoky dehtovych barev k barveni histologickému
ur€ené musi byti, pokud mozno, ve vodé koncentrované;
kde se zakladni barva ve vodé nerozpousti, pFidame
trochu alkoholu. Mnohdy rozpouStime barvivo v emulsi
anilinového oleje s vodou nebo v karbolové Kyseling, a to
proto, aby se co nejvice barviva rozpustilo. Cim koncent-
rovanéjsi jest roztok a ¢im déle barvime, tim intensiv-
néjsi zbarveni preparatu obdrZime.

Pro veSkerd barveni dehtovymi barvivy jest tento
pofad: Fez, pokud mozZzno tenky, (nebo celé serie Fezl),
vlozime do roztoku barviva, ve kterém jej ponechame
rdzné dlouho, &im déle, tim lépe, aZ i 24 hod. Roztoky
s anilinovym olejem barvi mnohem rychleji, nékteré jiz
za nékolik minut. V roztoku zbarvi se cely fez Uplné di-
fusné tak tmavé, Ze nerozeznavdme rozdilu ve tkénich.
Rez takto obarveny dOkladné propirame v destilované
vodé, a z této jej preneseme do tekutiny urcené k dif-
ferencovani ; tou byva obyCejné alkohol.

Z fezu, jakmile byl dan z vody do alkoholu, po€ne
v oblaccich vystupovati barvivo, které v kratké dobé
vSechen alkohol zbarvi. Rez dluzno pfenésti do Cerstvého
alkoholu, ve kterém odbarvujeme prepardt tak dlouho,
pokud barva z preparatu vystupuje. V nékterych pfi-
padech jest radno pfidati trochu malo kyseliny solné (as
1 : 1000), jelikoz differencovani postupuje mnohem rych-
leji. K differencovani pouzivame alkoholu 96%. Jak-
mile pfestane barva z preparatu odchazeti, jest differen-
covani ukonceno, a fez mozno pfenésti ihned do prosvét-
lujiciho prostfedi, oleje origanského, xylolu, carbolxylolu
a j. a pak do kanadského balsamu.
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Nutno upozorniti na to, Ze nékteré oleje, zvI4sté
febiCkovy, snadno barvy dehtové rozpoustéji, a kdyz
differencovany fez jest vloZzen do tohoto oleje, midzZe se
stati, Zze vSechnu barvu z preparatu ,vytahneld Proto
nutno pouzivati takovych oleji, které nemaji na barvu
vlivu. Nékdy jest ovSem vyhodné, kdyZ se urCitqd e€ast
barviva, kterd jeSté po alkoholu v preparadtu zbude, extra-
huje olejem; ovSem dluzno pfedem védéti, v kterém pfi-
padé mdzeme k tomu pfipustiti. VZdy nutno miti na pa-
méti, Ze v preparaté nesmime ponechati si stopy Febié-
kového oleje, kdyz jej pfendSime do kanadského balsdmu,
nebot i potom zbytek oleje extrahuje barvu a odbarvi
¢asem preparat Gplné. Jest vzdy radno, bud olej ssacim
papirem dlkladné z fezu vysusiti a fez jes$té v xylolu vy-
prati, aby byl v8echen olej odstranén, nebo fez z oleje do
xylolu pFenésti a pak teprve uloziti jej do kanadské prys-
kyfice. Jen tak jest mozno preparaty na dels$i dobu za-
chovat!. Mnohé preparaty dehtovymi barvami zbarvené
podrzi po léta svlj plvodni vzhled, jiné se naopak po
krat3i nebo po del$i dobé vibec odbarvi.

Dehtové barviva davaji brilantni, ponejvice distinktni
zbarveni, vSak jednu vadu pfece maji, Ze totiz substance
barevna neni vzdy tdz. Velice Casto se stava, Ze urcCité
barvivo davalo velice pékné zbarveni a vzdy pfesné od-
povidalo poZzadavkim do ného kladenym, pfi nové objed-
ndvce téze barvy obdrzime vSak pod stejnym oznacenim
barvivo, které jest dplné nevhodné. S tim zlem nutno po-
citati.

PFimé barveni dehtovymi barvami.

V r. 1916 bylo v Zeitschr. f. mikrosk. Technik uve-
deno vice praci, které pojednavaji — z hospodarnych
dlvodl v letech valeénych — o zpldsobu barveni prepa-
ratd dehtovymi barvami bez velké spotfeby alkoholu.
Paraffinové fezy kladeny byly pfimo z noZze na teplou
barvu a po nataZeni a obarveni byly oby&ejnym zplsobem
lepeny 11a podlozni skla. Po zaschnuti byly v malo alko-
holu vymyty a montovany.

B. Rejsek vychazeje z pfedpokladu, Ze rlznymi deh-
tovymi barvami, bud koncentrovanymi (vesuvin, Unna-
Pappenheim atd.), nebo znacCné zfedénymi (Giemsa,
meth. modf atd.), moZno preparaty barviti pfimo, vkla-
dal na teplé vodé natazené a vyrovnané paraffinové fezy
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do barvy, na jejiz hladiné je nechal plavati, dle zfedéni
barvy, po 5 min. aZ 24 hodin. Poté pfenesl fezy do dest.
vody v nadbytku a vodu pfivedl pipetou do pohybu za
Géelem ,,opréni# prepardtu. Potom Fezy kladl na bilko-
vané podlozni sklo a nechal je pfFischnouti. Po usuSeni
odstrani paraffin xylolem a prepardt montuje do ka-
nadské pryskyfice. Vyhoda této methody spoéiva hlavné
v tom, Ze barveni jest velmi elektivni a kontrastni. Dopo-
ruéuje ho zvlasté tam, kde jde o metachromasii, a dale
pro barveni mikrobl v tkanich (Streptobac. Ducrey, Go-
nococcus atd.).

Anilinova voda jest mnohdy nutnou soucasti
pfi udavani barvici methody; proto jiz pfedem podavame
jeji pFfipravu. Vodu anilinovou pFipravime si vZdy €erstvou,
ato z oleje anilinového, ktery musibyti éerstvy,
nezredukovany, Uuplné &iry, ne Zluty nebo dokonce jiz
silné hnédy. Do eprouvetty, destilovanou vodou do y2
napInéné, dame as 0.5—1 cc oleje, naéez smés delSi dobu
dikladné protfepavame, aby se voda pokud moZno nej-
vice olejem nasytila. Voda takto pfipravend obsahuje
as 3% oleje. Protfepanou tekutinu filtrujeme, filtr vSak
dfive prolejeme destilovanou vodou.

Nejvice v histologii uzivand dehtova barviva k bar-
veni jader bunéCnych jsou: safranin, gentianova violet,
dahlia, tolluidin, thionin, Bismarckova hnéd (Vesuvin).

Safranin déava ohnivé Cervené a trvalé zbarveni
jader. V obchodé prodava se velice mnoho druhd safra-
ninu, vétSinou v alkoholu, méné ve vodé rozpustnych.
Flem ming pouziva koncentrovaného roztoku v alko-
holu, ktery rozfedi na polovinu vodou.

Babes pouzivd rovnéz koncentrovaného roztoku
alkoholického za tepla, a rovnéz téz za tepla jim barvi.

B abes Virch. (Arch. 105) doporucuje barviti prepa-
raty, které byly fixovany v tekutiné Flemingové
nebo Her mannové, smési safraninu s anilinovym
olejem dle receptu:

Safranin v prdsSku v nadbytku
Destilované vody 100 dil{
Anilinov. oleje 2

Zahftati na 60° C a filtrovat vihkym filtrem.
Zwaardemaker misi koncentr. alkoholicky roz-
tok s anilin, vodou na polovici. Differencovani obarvenych
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fezli déje se alkoholem, bud ¢istym nebo smisenym se
slabou kyselinou solnou.

Rezy po Flemmingové tekuting barvi se 12—24 ho-
din; pfi differencovani rozhoduje to, zda maji jadra
byti zbarvena, nebo jen jejich chromatinova substance.
Po prvé differencujeme kratsi dobu, po druhé déle, zvIasté
jdc-li o mitotické déleni jader. Odbarvujeme-li, ma-
Zeme pouzitiGramovy methody sjodem. (Viz Gramova
methoda odbarvovacil)

B abes. Dest. voda 50, alkohol 50, safranin tolik,
kolik se rozpusti (barvime 12—72 hod.).

Zfejmo jest, Ze ve vSech pfedpisech jest koncentro-
vany roztok safraninu -j- alkohol.

Gentianovéa violet. Rozpoudti se ve smési
polovice alkoholu a vody. Rezy se pfebarvi (po alkoholu
a formolu sta¢i barveni 5 minut, pro Fezy po chromovych
solich a Flemmingové tekutiné jest radno barviti po vice
hodin [aZ 24 hod.]) a odbarvuji se bud v €istém alkoholu,
ktery se nékolikrate zméni, az se nezbarvuje, nebo se
pouzije alkoholu, do néhoZ pfidana nepatrnd éast kyseliny
solné.

Gentiana dle Ehrlicha rozpousti se v anilinové
vodé a alkoholu.

Gentiana viol. lg
alkohol abs. 15 cc
anilinovy olej 3cc
voda dest. 80 cc

Obarvené fezy, které se na podloZznim skélku roz-
prostrou, poliji se roztokem jod-jodkalia, 1 g jodu a 2 g
jodkalia v 300 cc vody. V této smési fezy zméni barvu,
zhnédnou, naéez se odbarvuji v ¢istém alkoholu.

Dah1lia, tolluidinova modf, thionin
a podobnd barviva davaji vysledek jako pfedesSla; barvi
jadra bunécna a pfi barveni po€indme si pravé tak, jako
u jinych barev dehtovych. Rezy se piebarvi a differencuji
potom v alkoholu.

Bismarckova hnéd (Vesuvin). Barviva toho
pouziva se nyni v histologii velice zfidka. Roztok pfipra-
vime bud vodny nebo ze dvou tfetin vody a ze tfetiny
alkoholu. Bismarckovy hnédi po pfidani kyseliny octové
moZzno pouZziti pfi barveni Cerstvého materidlu nebo bar-
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viti déle fezy a potom alkoholem differencovati. Preparaty
mozno uloziti do glycerinu nebo do kanady.

Methylové zelené milzeme sdobrym vysled-
kem pouZiti na cerstvém materidlu v roztoku vodném
se stopou kyseliny octové. Barvi hlavné chromatinovou
substanci jadra svétle zelené, ostatni Cast jadra nebarvi.
Barvivo jest velice citliv.é oproti alkaliim.

Barviva na plasma bunéc¢nda jsou ta-
kova, kter4 zabarvuji plasma a zakladni hmoty tkanf,
jadra vSak zlstanou nezbarvena, nebo zbarvena jsou jen
diffusné. Barviv téchto pouzivame dosti Casto, obycejné
vSak v kombinaci s barvou jadra elektivné barvici, kte-
rézto barveni nazyvame dvojité. K dvojitému zbar-
veni volime barviva kontrastni, tak na pf. zbarvime-li
jadra modfe kamencovym haematoxylinem, zbarvujeme
plasma rGZové (eosinem, kys. fuchsinem), nebo Zluté
(pikrovou kyselinou), nebo oranZové (oranzi, congovou
Cerveni); jsou-li jadra cervené zbarvena karminy nebo
safraninem, zbarvime plasma modfe (indigem, modrym
anilinem a p.). Nékdy se pouziva barveni trojitého, totiz
rlzné zbarveni jader, plasmatu a vaziva. Takové barveni
ndm déava methoda Giesonova a jiné podobné kom-
binace; je to zbarveni po kamencovém haematoxylinu
smési kyselého fuchsinu s kyselinou pikrovou. Trojité
barveni (po pfipadé vicendsobné zbarveni, jednak v rlz-
nych nuancich, jednak smési barev) divéa zbarveni me-
thodou E hrlichovou po t. zv. triacidu. Je to smés
kyselého fuchsinu, oranZe a methylové zelené. Podobné
smés jest barvivo Biondiho. Barveni triaeidem jest
velice nejisté a mozno sméle Fici, Zze ani dva stejné prepa-
raty stejnym zplsobem najednou barveny nedavaji stej-
nych vysledkl a vedou po vét$iné k nespravnym vykla-
ddim, hlavné béfe-li se zfetel k zbarveni smiSenych barviv,
na p¥. zbarvi-1i se nékteré vazivo Cervené nebo vice méné
oranzové atd.

Vétsinou (ne-li vibec) stadi pfi dvojitém barveni
eosin, pikrova kyselina aneb Giesonova methoda.

E osin. V obchodé moZno obdrZzeti velice mnoho
rGznych eosinl, z nichZ nékteré jsou rozpustné ve vodg,
jiné v alkoholu. Mnohdy uzijeme roztoku zfedéného,
jindy opét koncentrovaného. Dle zkuSenosti dava kon-
centrovany roztok methylového eosinu dplné
spolehlivy vysledek.
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Pappenheim- Unna. Pyronin methylova zelen:

Methylova zelen 0.15 ¢
Pyronin 0.25 g
Alkohol 96°/0 100 ccm
Glycerin 20 ccm

Karbolovda voda 0*5°/0 100 ccm

Barvi velice pékné po fixaci v alkoholu nebo subli-
matu.

Kamencovy haematoxylin-eosin. Pre-
paraty obarvi se nejdfive haematoxylinem, dlkladné se
ve vodé vyperou a vloZzi se do eosinu; pouzije-li se eosinu
koncentrovaného, tu ponechdme v ném preparat jen
kratkou dobu (nékolik vtefin), pfi slabém roztoku ovSem
déle; pak preparat oplachneme ve vodé a pfeneseme do
alkoholu, ktery vSak eosin z preparatu rychle ,vyta-
hujed a proto jest lépe uzivati koncentrovanéjSiho roz-
toku a preparat ponékud prebarviti. Z alkoholu pfeneseme
preparat do oleje origanského a do pryskyfice. TéZ mozno
postup barveni obratiti, totiz obarviti diffusné nejdFive
eosinem, dobfe prepardt vymyti ve vodé a pak barviti hae-
matoxylinem.

Je nutno vzdy preparat dobfe vymyti vodou, jelikoz
eosin s haematoxylinem se srazi.

Eosinu mozZno pouziti na barveni plasmatu bunééného
po barveni barvami dehtovymi jako gentianou, dabhlif,
tolluidinem a j. Velice péknych obrazl docilime pfi bar-
veni methylovou modfi a eosinem, avSak pfFi barveni
eosinem dluzno miti na zfeteli, Ze eosin velice rychle od-
barvuje methylovou modf. Proto nutno dati pozor, jak
dlouho prepardt v eosinu mame ponechati. Byva radno
prepardt modfe prebarveny dikladné ve vodé vyprati a
aniz ho dfive alkoholem differencujeme, vloZiti jej do
eosinu a pak teprve do alkoholu. Tak obdrzime velice pék-
né kontrastni dvojité zbarveni.

Kyselina pikrova zbarvuje plasma, hladke
svalstvo, vazivo atd. zluté. UZiva se ji ke dvojitému zbar-
veni po kamencovém haematoxylinu, haemateinu, po ko-
Senil. kamenci, karm. kamenci, boraxovém karminu i po
jinych zbarvenich.

Haematoxylinem nutno Fezy silné zbarviti, jelikoZ
kyselinou pikrovou se haematoxylin odbarvuje. Po barveni
jader v preparatech ukladame fez do koncentrovaného
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vodného roztoku kyseliny pikrové a odvodnime potom
v alkoholu. Alkohol rychle ,vytahuje# kyselinu pikrovou
z preparatu, proto jest nutno alkohol, kterého pouzijeme,
pfed vloZenim tezl do oleje zbarviti jiz pfedem kyselinou
pikrovou. (Krystal kyseliny pikrové rozpustime v lihu.)
Ke zbarveni Ffez( kyselinou pikrovou stad¢i pouziti alko-
holu s kyselinou pikrovou; vyjasnime-li nékolik prepa-
ratl, které byly kyselinou pikrovou zbarveny v oleji
origanském neb jiném, tu vytdhne olej tolik pikrové
kyseliny z preparatd, Ze néasledujici preparat predem
Zluté nezbarveny obarvi se v ném dostatecné Zluté.

Oranze G. pouziva seve vodném koncentrovaném
roztoku; fezy pfedbarvené nechame v roztoku oranZe as
5 min., av8ak ani po delsi dobé& nenastdva prebarveni.
Toto dvojité prebarveni jest v mnohych pfipadech velice
vhodné, na pf. v Ffezech Zaludku zbarvi se intensivngé
velké kryci bunky, kdezto zakladni zlstavaji svétlé; po-
dobné se barvi a pékné vyniknou acini pankreatu.

Van Giesonova smés kyseliny pikrové s ky-
selym fuchsinem dava ve vétsiné pFipadd velice dobré
zbarveni. Rezy pfedbarvi se silné haematoxylinem kamen-
covym (pouzijeme haematoxylinu pfipraveného dle které-
hokoliv pfedpisu), potom vloZzi se do smési dle Giesona.
Tato smés sestdva asi ze 100 dild koncentrovaného roz-
toku kyseliny pikrové, 5 dild 1% vodného roztoku kyse-
Iého fuchsinu. Urcitého sloZeni této smési neni a nutno
zkusmo se pfesvédciti, zda se fez barvi pfili§ Cervené, nebo
naopak pfFilis Zluté. Nejlépe uCinime, kdyZz 1 dil zadkladni
smési rozfedime 10 dily pikrové kyseliny a nechéame-li
v této smési fez ponékud déle. Pfi odvodhovani preparatu
hledime k tomu, aby alkohol pfed olejem obsahoval trochu
kyseliny pikrové; jinak se asto stava, Ze alkohol kyselinu
pikrovou z fezu vibec odbarvi. Pouzijeme-li zakladniho
silného roztoku, tu barvime fez jen nékolik malo vtefin
a hned odbarvujeme v alkoholu. Pfi spravném odbarveni
obdrzime elementy rlizné zbarvené; vazivo ervené, hladké
svalstvo zluté, jadra modrad atd.

Methody této moZno pouZziti jen na Fezech.

0. Vol ker (Ztschft. f. w. M. Bd. XXX. 191:
modifikuje barveni van Giesonem takto: Pfipravime si
0*1% vodny roztok kyseliny pikrové a 0*1% vodny roztok
kyselého fuchsinu. Po odstranéni paraffinu z nalepenych
fezl barvime tyto ve smési: ve 100 ccm roztoku kys. pik-



143

rove a 0-5 ccm roztoku fuchsinu po dobu 12—24 hod. Po
obarveni nutno preparat rychle oplachnouti v okyseleném
alkoholu (nékolik kapek kys. octové na 100 ccm alkoholu)
a pfesxylol pfenésti do kanadské pryskyfice. Takto mozno
barviti i jemné celloidinové fezy. Touto methodou zbarvi
se i nejjemngjsi vlakna kollagenniho vaziva ohnivé Cer-
vené. Chceme-li obdrZeti Cisté zbarveni kollagennich fibrill,
nesmime pfedbarviti haematoxylinem.

Benda. Modifikace barviva Van-Giesonova:

Koncentrovany roztok pikranu ammonatého 95 ccm
1% roztok vodného kyselého fuchsinu 5 ccm

Tento zakladni roztok jest barvy modroéervené.
Pfed upotfebenim nalijeme asi 10 ccm zéakladniho roztoku
na hodinové sklicko a vkapneme do ného asi 2—5 kapek
koncentrované kyseliny pikrové; barva se ihned zméni na
Zlutoéervénou. Rezy jiz pfedem haematoxylinem zbar-
vené (v pfipadé pFebarveni nutno je dfive v kyseliné
octové odbarviti) vlozime na 10—15 minut do pikrin-
fuchsinu. Pfednost této smési zalezi v tom, Ze mozno fezy
dle libosti v barvé odstupfiovati, bud Zzlut§i — pfidanim
kapky kyseliny pikrové — nebo CervenéjSi — s menSim
mnoZstvim kyseliny pikrové. Dale mozno fezy i po dlou-
hou dobu v barvé ponechati, aniz by haematoxylin byl
odbarven.

Anilinova mod¥. V obchodé prFichazi vice
druhd pod rliznymi jmény, z nichZ pro histologické prace
nejvice se uziva t. zv. bleu de Ly on v alkoholickém
roztoku. Rezy ponechaji se v slabém roztoku (V5% dle
Baumgartena) 12 hodin a odbarvuji se v alkoholu po 6 ho-
din. Tonk of f pfiddava k roztoku malo tinktury jodové,
nebo v této fezy vypira, ¢imz docili rychlejsiho zbarveni.
Jadra barvi se nékterym Cervenym barvivém (safraninem).

Indulin a nigrosin jsou barviva modroSeda,
kterych se pouZiva téZ po Cerveném zbarveni jader. Indu-
linovy koncentrovany vodny roztok zfedi se vodou asi
1:6a Fezy ponechaji se v barvé as x4 hodiny, vyperou
se ve vodé a prenesou se do alkoholu.

Nigrosinu uzivano hlavné na fezy centralniho
nervstva, barvi gangliové bufiky a jich vybézky velice
markantng, zabarvuje oviem téZ ostatni elementy rlizné
tmavé.
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Indig-karmin barvi sam diffusné, kombinuje
se s kamencovym neb boraxovym karminem. P. Mayer
rozpousti 1 g indigkarminu ve 500 g vody a z tohoto roz-
toku déld smés 1 : 4 az : 20 karm. kamencem. Seller
barvi fezy boraxovym karminem, které odbarvi v kyselém
alkoholu (1 cc kyseliny solné, 4 cc alkoholu), promyje po-
tom dlkladné vodou a barvi indigkarminem 16—18 hodin
(indigkarmin 2 kapky, alkohol 30 cc). Alkohol, kanada.

Triacid EhrlichGv, Biondi, Heiden-
hain jest smés tfi barev, a to oranze G., kyselého fuch-
sinu a methylové zelené. PFiprava dobrého barviva jest
velice obtizna, i doporuCuje se koupiti hotovy roztok
triacidu.

PFipravujeme-li si sami toto barvivo, nutno nejdfive
pofiditi si tfi koncentrované vodné roztoky udanych
barev, které nechame del$i dobu stati, aby se vycistily.
Potom smichame 14 cc oranZe, 7 cc kys. fuchsinu, 15 cc
dest. vody, 45 cc alkoholu, 12*5 methylové zelené, 10 cc
alkoholu a 10 cc glycerinu. Barvu nutno dobfe tfepanim
promisiti. Smés Biondiho sestava z tychZz barev, avSak
pfi jiném sloZeni. Ke 100 cc koncentrovaného vodniho
roztoku oranZze G. se pfidd 20 cc konc. vodniho roztoku
kys. fuchsinu a 50 cc methylové zeleng; tento zakladni
roztok se rozfedi az I0Onasobnym mnozstvim vody, a
tohoto uziva se potom k barveni. Rezy vlozi se do barvy
na 6—24 hodiny, odvodni se a odbarvi alkoholem a uloZi
do xylolu. Odbarveni jest velice nesnadné, ponévadz
alkohol jednotlivd barviva nestejné vytahuje; Casto se
stane, Ze veSkera barva zelend nebo naopak vSechna cCer-
vena vymizi. Zavisi to na reakci alkoholu, ktery nema
byti ani alkalicky, ani kysely.

Ileidenhain pfidava opatrné néco malo kyse-
liny octové do roztoku, fezy vklada pfed barvenim na
nékolik hodin do slabé kyseliny octové (as 0-1% Kkyseliny
octové), naéez je prelozi do tinktury jodové, vypere
v alkoholu a barvi potom 12— 18 hodin. Odvodni v alko-
holu a pfenese do xylolu a xylol-balzdmu.

Celloidinovych fFfez@ naprosto se nemlzZe
pouZiti k barveni Ehrlichovym triacidem nebo Biondiho
smeési, jelikoZ se celloidin zbarvi temné zelené. Barveni to
mozno provésti jen na velice jemnych Fezech, které byly
provedeny po fixaci sublimatem a zality v parafinu.
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Je-li barveni spravné, jsou obrazy preparatl velice
instruktivni; stava se to vSak velmi zfidka a proto pouziva
se methody této v nejfidSich pfipadech.

P. Maver udava tuto smés: 1 g methylové zeleng,
2 g oranze G., a 3 g kyselého fuchsinu rozpusti se v 80 cc
smiSeniny (45 cc dest. vody, 10 cc glycerinu a 25 cc alko-
holu); nejprve se rozpusti fuchsin a oranz, potom teprve
methylova zelen. K barveni pouZije se roztoku nezfedé-
ného.

R humbler. Zoolog. Anz. Bd. XVI. 1903.

Dvojité barveni k rozeznédni Zivé tkané od
odumfelé aneb anorganické po konservaci.
Materidl ve smési kys. pikrové s kyselinou sirovou neb
v alkoholu tvrzeny, po pfipadé preparaty jiz pikro-
karminem zbarvené, daji se do smési: methylova zelen
vodna 1% 50 dill, eosin 0-8 v 50% alkoholu 50 dild,
alkohol absol. 50 dild.

Rezy se ponechaji y2 hodiny v barvé, vyperou v dest.
vodé a alkoholu, ktery se pozvolna stupfuje; asi za % h°-
diny pfenesou se do oleje a balzadmu.

Veskeré organy, které byly jeSté za Ziva konservo-
vany, jsou syté é&ervené, veSkeré zaSlé nebo barvici se
latky anorganické, syté zelené. Jsou-li elementy (organy)
v jednom preparaté zeasti zaziva, zC€asti jiz mrtvé konscr-
vovany, obdrzi se zbarveni éervenofialové, fialové, modré
a modrozelené. Tato methoda jest zvIa$té vyhodna na
protozoa.

V literatufe najdeme jesté velkou fadu Gdaji o bar-
veni dvojitém, avSak dle zkuSenosti sta¢i upIné udané
methody. Kazdy histolog, ktery mé& pfi ruce vice dehto-
vych barev v substanci, vyzkousi pro uréity pfipad rlzné
barveni, le¢ jisto jest, Ze po dlouhém zkouSeni vréti se
k nejjednodussim a jisté pdsobicim barvivim.

Barvenim metac hro matickym nazyvame ono,
kde po uZiti jedné barvy obdrzime rlizné zbarveni, to jest
uréité buiky nebo tkané zbarvi se navzajem zcela rizné.
Takovéto zbarveni dava:

Polychrom ovd methylova modf, Kktera
zbarvi Zirné bunky (Mastzellen) cCervené, dle methody
Unnovy (viz specielni barveni!), amyloid Cervené, hyalin
rizové atd.

Rejsek, Mikroskopicka technika. 10
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Methylenova modfF barvi amvloidné zvrhlé
tkdné Cervené, normalni jadra a tkané modfe (specielni
barveni amyloidu).

Specialni methody barveni.

Jest udavana velka fada rlznych zplsobl barveni,
a vzdy nazyva se udani takové ,,methodou”. Av3ak vét-
Sina jich neodpovida spravné definici ,,methody# totiz
za uréitého postupu dosahnouti urcitého cile, a proto
uvddim zde jen methody spolehlivé, totiZz takové, které
nadm vZzdy daji dobry vysledek. Methodu, kterou nedocilime
vzdy dobrého vysledku, oznaCujeme dodatkem jako ne-
jistou, nespolehlivou.

Spolehlivou methodou nazyvame na pf. zbarveni
jader v preparaté kamencovym haemateinem; po utvrzeni
prepardtu v alkoholu, sublimatu a formolu jiz pfedem
vime, Ze touto methodou budou jadra urcité zbarvena.

Jina spolehlivd a jistd methoda jest barveni nervo-
vych vlaken centralniho nervstva dle Weigerta.

Nespolehliva a naprosto nejistd jest Bethého methoda
barveni fibril nervovych tolluidinem (viz nize!)

Méné spolehlivou methodou jsou rlizné impregnace
a barveni solemi tézkych kovl, jako zlata nebo stfibra.

Je tudiZ nutno pfi kazdé methodé brati zfetel k to-
mu, Ze dluzno poéitati s mnohymi Cciniteli, Ze neznama
Gchylka kteréhokoliv z nich mdze nam dati aplné jiny
vysledek nez ten, ktery oCekavame, a Ze vétSinou teprve
po mnohych a mnohych zkouSkdch obdrZzime preparat
spravné zbarveny, aé jeSté ne vzdy.

Nebude snad na Skodu upozorniti, Ze mnohé z method
uvadénych maji vyznam hlavné pro badatele v S§irSim
slova smyslu, a to pravé ony methody nespolehlivé, kde
ovSem staci nékter4d maléd c¢ast t. zv. podafeného zbar-
veni neb impregnace, ze které jest dana moznost dalSich
Gsudkd. Jiné methody, které jsou vice demonstraéni, jsou
zpravidla spolehlivé. Spravné jest, dokud takova methoda
nespolehliva zlistdva jen v rukou odbornika histologa,
ktery hledi bud methodu zdokonaliti, nebo vysledky
methodou touto docilené dovede po dikladném studiu
srovnavacim oceniti; avSak method takovych pouZziva
se i v jinych pfipadech, na p¥. pathologickych, a tu ovSem
dochéazi k nalezim a Gdajdm vétSinou nespravnym. Tak
na pf. pouzivani methody impregnace neb barveni fibril
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vlaken nervovych v pathologickych pfipadech; tam, kde
se fibrily neobarvi, vykladda se to jako pathologicky zjev,
leC totéZ se stavd i u materidlu absolutngé normalniho,
u kterého nemozZno pfece usuzovati na zjev pathologicky,
Takovych a podobnych zjevl moZno uvésti velké
fady. Nalezy takovymi nejistymi methodami ziskané
nutno vzdy néleZitou kritikou pozorovati a oceniti.

Specielni methody barveni a impreg-
nace nervové soustavy.

My elin nervovych vldken za Cerstva vySetfujeme
tim zplGsobem, Ze nerv jehlami na nejjemnéj$i vlakna
roztrhame. Pod mikroskopem vidime zfetelné leskly obal
nervii — pochvu myelinovou. Osovy valec mozno vidéti,
zabarvime-li ho slabé methylenovou modf#i Ehrlicliovou
(viz niZze), nebo karminem.

Osmiéelda kyselina barvi myelin nervu na €erno.
Postupujeme néasledovné. Za cCerstva vyfiaty periferni
nerv oCistime od vaziva (perineurium) ostrymi jehlami.
Pak vlozime nerv na 24 hodin do 0*5—1% kyseliny
osmicelé. Nerv UpIné zCernd, vazivo nabude barvy hnédé.
Nyni mozno nerv vySetfovati pfimo, totiZz trhanim v gly-
cerinu, neb uloziti jej do alkoholu, zaliti do celloidinu a
rozfezati na fezy podélné nebo pficné. Jest nutno upozor-
niti, ze kyselina osmiéela velice téZzce prostupuje prepa-
ratem do hloubky. Casto se stava, Ze na povrchu jest nerv
jiz Gplné Cerny, kdeZto uvnitf jsou vlakna nervovad dosud
UpIné bilad bez zabarveni. Proto nutno jen malé kousky
tenkych nervl do kyseliny osmicelé v celku ukladati
a silngjsi nervy na mensi ¢astky roztrhati. Barviti mozno
na jadra, po pfipadé na osové valce, bud haematoxylinem
delafieldskym, nebo barvami dehtovymi (kyselym fuch-
sinem osovy valec.)

Neurokeratin obdrzime, odstranime-li myelin
z nervového vlédkna. UloZime-li nerv do smeési alkoholu
a aetheru, rozpusti se myelin a zbude Schwanova pochva
i osovy valec, a v mistech, kde ulozen byl myelin, nalez-
neme zvIastni sitovité Gtvary, t. zv. neurokeratin.

DleCorninga mozZno obdrzeti neurokeratin z nerv(
které byly osmiované. Rezy z paraffinu uloZime do berga-
mottového oleje a nechame je v ném tak dlouho lezeti,
az olej ¢ernou barvu po osmiu vytadhne, naCeZ odstranivse
olej, obarvime Fezy Zelezitym haematoxylinem.

10*
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Argentum nitricum na barveni osového valce.
Roztrhany CcCerstvy nerv vlozime do 0-5% Arg. nitr.,
omyjeme jej ve vodé a vlozime do 1% kyseliny mravenci
nebo methylového alkoholu na svétle. Osovy vélec se
od Ranvierovych zafezl na krat$i nebo del§i vzda-

lenost zabarvi hnédoCervené a ukazuje pFi¢né Zihani.

Barveni fez( centralniho nervstva,

Weigertova methoda na myelin la-
kem haemateinu. Methody této pouzivd se vSude
tam, kde jde o prokazani nervl s pochvou dfefiovou
a dale, kde méa byti prokdzdno vymizeni nervstva, na jehoz
misto nastoupila jina tkan, tudiZ po déle trvajicich dege-
neracnich pochodech nervové tkané, aneb koneéné tam,
kde nervstvo neni jeSté vSude vyvinuto, jako v embryo-
nédlni a postembryondlni dobé v miSe a mozku.

Material, ktery hodlame barviti Weigertovou metho-
dou, musi byti fixovan a tvrzen chromovymi solemi.
Celé mozky se nejlépe konservuji a fixuji bichromatem
tim zplsobem, Ze injikujeme tekutinu pfimo do cev
mozkovych, €¢imZz mozek se rychle a jisté fixuje, potom
teprve vlozime jej na delSi dobu do tekutiny Mdullerovy.
U zvitat je nejlépe injikovat Mdllerovu tekutinu a. carotis
communis ke hlavé, a pak teprve vyjmouti mozek. Mate-
ridl mohl byti pfedem fixovan téZ formolem; ma-li se
vSak pozdéji barviti Weigertovou methodou na vlakna
nervova, tu nutno jej uloZiti do dvojchromanu draselna-
tého. Preparaty, které dlouho lezely v alkoholu po Mul-
lerové tekutiné a nabyly jiZz barvy zelené, moZno jen
tehdy zbarviti, kdyz byly dfive chromém dobfe pro-
stoupeny.

Postup barveni methodou Weigerto-
vou jest tento: itezy (z celloidinu) vloZzime do
roztoku haematoxylinu:

haematox. cryst. 1g

alkohol 10 cc

dest. voda 90 cc
Do tohoto haematoxylinu dadme pfed upotfebenim
nékolik kapek koncentrov. vodniho roztoku lithium

carbonicum. Haematoxylin nabude é&ervené fialové
barvy.
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V tomto roztoku nechdme Ffezy asi 2—24 hodiny le-
Zeti, az Gplné zCernaji; vytvofFil se totiz z haematoxylinu
za pfitomnosti chromu zvlastni chrom-haematoxylinovy
lak, ktery jest nerozpustny ve vodé i v alkoholu. Zbarvené
fezy dobfe promyjeme v dest. vodé a pak pfeneseme
do odbarvovaci tekutiny, kterou pFipravujeme si do za-
soby takto:

ferricyancalium 2*5¢
borax 2-0g
aqua dest. 100 ccm

V této tekutiné se Ffez odbarvuje po nékolika minu-
tach, a to nejdfive Seda hmota, kterd vystupuje jako
svétlej§i Zlutavé policko. Odbarvujeme tak dlouho, az
cely fez je upIné differencovan, totiz az rozpozname
kresbu Sedé a bilé hmoty. Srazeny haematoxylinovy lak
zlistane vazan pouze na mistech, kde nerv chova myelin.
Veskera ostatni tkan se odbarvi a zdstdva Zlutou s na-
dechem do Cervena. PonévadZz chromové soli vyprdnim
materidlu ve vodé a tvrzenim v alkoholu a opétnym
pranim Fezl ve vodé, alkoholuatd. se zpreparatu vylu-
huji, jestprospésno pfed ukladanim ¥ez( dobarvy vloziti
tyto as na 2—24 hodiny do koncentrovaného vodného
roztoku neutrdlniho octanu médnatého.
(Cuprum aceticum neutrale). Prosycené fezy timto roz-
tokem, kterého se uziva taktéz jako mofidla, drzi lak ve-
lice dobfe, a neni tfeba se obavati, Ze by se fezy dalsi mani-
pulaci pfespfilis odbarvily.

Do octanu médnatého mozno vloZiti i fezy sériové
Fezané, na skélko pfFilepené. Celé kousky michy nebo
mozku moZzno pfedem, totiz pfed zalitim do celloidinu,
vloZiti do octanu na 1—2 dny. Tim odpadne pak ukladéani
jednotlivych tezl do octanu. Tato methoda barveni,
jest naprosto spolehliva.

jWeigertova methoda bez odbarvo-
v 4ni. Material v dvojchromanu draselnatém fixovany
zalije se do celloidinu. Utvrzené Spalicky vloZzime do smési
koncentrovaného octanu médnatého s 10% roztokem soli
Seignettovy (Kalium-natrium-tartarat) na 24—48 hodin;
roztok jednou zménime. Preparaty uloZzené v udané smési
dame do thermostatu asi pFi 40° C; pak pfeneseme je do
Cistého roztoku octanu médnatého na 24 hodiny a posta-
vime opét do tepla. Poté preparaty oplachneme ddkladné



150

ve vodé a ulozime na y2—1 hodinu do 70% alkoholu.
Ze $palickl takto moFenych zhotovi se fezy, které se barvi
v roztoku haematoxylinu s lithiem.

1. Lithium carb. (1*2 g rozpusti se ve 100 cc vody)
7 dill, aqua dest. 100 dild.

2. Haematoxylini cryst. 19
Alkohol abs. 10 g

K barveni smisime 7 dilG roztoku 1. a 1dil roztoku 2.,
fezy ponechavédme v této barvé 4—24 hodiny, potom dobfe
vypirame ve vodé, kterou nékolikrate vyménime, nacez
je z 96% lihu pfeneseme do smési 1 dilu xylolu a 2 dill
anilinového oleje, potom do &istého xylolu a kanadského
balsamu. Mnohdy se stdva, Ze Fezy jsou pfFece diffusné
zabarveny; tu nutno s nimi néloziti tak, jako po obycejné
methodé Weigertové, totiZz dluzno odbarviti v borax-
ferricyancalium.

Weigertova methoda doznala ¢asem rlznych
modifikaci, z nichz nejdllezitéjsi jest Pal-Weigert.
Tato methoda spoCiva na rychlé oxydaci a nasledném
odbarveni oxydaéniho prostfedku. [Rezy pfipravi se pravé
tak, jak pro Weigertovu methodu. Po obarveni mozno fezy
jesté vyprati v 0-25% roztoku lithia carb. V zasobé mame
pfipraveny dva roztoky.

a) Kalium hypermanganicum 0*%25 ¢

Aqua dest. 100 g
b) 1. Acidum oxalicum lg
Aqua dest. 100 g
2. Kaliumsulfat lg
Aqua dest. 100 g

1. a 2. uchovame kazdé zvlasté a pfed upotfebenim

michdme stejné dily bx b2 , pfi. ¢emZ hned po smichani
ucitime volnou kyselinu sifi¢itou. PFi odbarvovani jest
nutno pfripraviti si fadu nadobek; do prvni dadme roztok
a), do druhé a tfeti nddobky vodu, do €tvrté smés roztoku
b), do dalsi vodu, do posledni nadobky 0*25% roztok
lithia carb. PFi odbarvovani postupujeme takto: Rez
z haematoxylinu vyjmeme sklenénou jehlou a vlozime
do hypermanganu, kdeZ se velice rychle odbarvuje, na-
byva barvy éervenohnédé a v malé dobé pocne se dif-
ferencovati Sedd a bilda hmota. Jakmile tyto dvé hmoty
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od sebe rozezname, fez opereme a vlozime do smési roz-
toku b); tento roztok odbarvi témér okamzité hyper-
manganem zeZloutly a oxydovany fez. Rez nutno rychle
pfenésti z kyseliny do vody a dale do lithia, kde nabude
modroéerné barvy. PFi spravném odbarveni zbyva jen
éerné zbarveni nervovych vldken s pochvou dfefiovou,
vSe ostatni jest Uplné bezbarvé. Po lithiové lazni se fezy
vyperou ve vodé a montuji pfes xylol do kanady.

Nékdy se stdva, Ze fezy po vyprani v kyseliné vyka-
zuji &erveno-rezaté skvrny. Tu nutno vloZiti fez nazpét
na kratkou dobu do hypermanganu a z ného opét do
kyseliny. Methoda tato, kterd vyZaduje velkého cviku,
dava dobré vysledky. Rezy po této methodé moZno jesté
dodate¢né barviti, bud karmin-kamencem na jadra, nebo
Giesonem; tu obdrZzime vazivo tmavé éervené, osové
valce éervené, glii rliZové zabarvenou.

Schnitzler J. C. (Neurolog. Centralblatt
1913).

Technika barveni nervl s pochvou dfefiovou.

Modifikace Palovy methody, které mozno pouziti
hlavné tehdy, kdyz material nebyl jiz pfedem dostatecné
chromovan.

Celloidinové fezy (po MG 11ler ov & tekuting) vlozi
se do 2.5°/0dvojchromanu dras. na tfi dny. Dobfe se operou
ve vodé a vlozi sedo Weigertova haematoxylinu na
12—24 hodin. Differencovani provadi se na dvakrate,
nejdfive nutno provésti pfcddifferencovani, které zalezi
v tom, Ze se fezy oplachnou ve vodé a vlozi se dosmési

2% Cervena krevni sl 10 dilG
Lithium carbonicum conc. 30 ,,

(pfed upotfedenim promichati). Pfreddifferencovani jest
ukonc¢eno, kdyz prazdny kraj celloidinu jest bezbarvy,
coZ trva asi 1 minutu.

Rezy se dikladné omyji a vlozi do 2. 5% dvoj-
chromanu na 30 vtefin, po tom se dikladné operou a pfe-
nesou se ke kone€¢nému differencovani dlePala do
kalium hypermang. 1:600. Vybileni:

1% kys. Stavelova
1% sifiéitan sodn. aa p. aeq.

Vyhody této methody spocivaji v tom, Ze zakladni
ton jest stejnomérné bily, celloidin Gplné prasvitny, ne-
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utralni zona uplné odbarvena, aniz by trpélo zbarveni
nervid. Spatné chromované preparaty davaji dobry vy-
sledek, aékoli tam obycejné methody aplné selZzou.

Kultschicky barvi fezy po fixaci materialu
v tekutiné Erlickyh o kyselym haematoxylinem.

Haematoxylin cryst. lg
alkohol 96% 10 g
2% acid. acetic. glac. 110 g

Rezy se vypiraji v koncentrovaném roztoku lithia
carb. nebo natria carbon. Mnohem Iépe se Fezy differen-
cuji, pfida-li se k 10% lithiu carb. 1% roztok Cervené
krevni soli, a ponechaji-li se vtomto roztoku po nékolik
hodin.

W ollers barvi kyselym haematoxylinem (Kult-
schicky), fezy ponechava 24 hodin v thermostatu a od-
barvuje methodou Pal-Weigertovou.

VSechny ostatni modifikace nemaji zadnych zvlast-
nich pfednosti pfed Weigertovou neb Palovou methodou,
se kterymi mozno nejlepsich vysledk( dociliti.

Rosin. Zéakladem jeho barveni jest trojbarevna
smés dle Ehrlicha (kysely fuchsin, methylovd oranz G.
a methylova zelen). Barvu pftipravime si tim zplsobem,
Ze zakladni substanci triacidu Biondi-ho (od fy Griibler,
Lipsko) rozpustime ve vodé a pfidame kysel, fuchsin.

Triacid. Biondi 0*4 ¢
Aqua dest. 100 g

K této barvé prida se 7 dild 0*5% vodného roztoku
kyselého fuchsinu (roztok 1.). V této barvé se ponechaji
fezy 5 minut. Barvi-li se fezy v celloidinu zalité, tu se
pfida ke 4 dilim roztoku 1. je$té jeden dil 0-5% roztoku
fuchsinu kysel, (roztok 11.). V tomto z(stanou fezy 1 mi-
nutu. Obarvené Fezy oplachnou se v dest. vodé a pfenesou
se do slabé kys. octové (1 kapka acid. acet. gl. na 100 g
vody), po 5—10 vtefindch omyji se v Cisté vodé a vloZi
do lihu, kde zlstanou tak dlouho, pokud z nich vystupuji
fialové vlocky. Kdyz se jiz neodbarvuji, vloZi se do xylolu
a balsamu.

Barveni toto jest velice nespolehlivé; celloidin za-
barvi se tmavozelené.

Fraenkel: Pronejjemnéjsi vlakna nervové s poch-
vou dfefiovou v miSe a mozku udava Fraenkel tuto met-
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hodu: Micha neb mozek konservuji se v Mdallerové teku-
tiné, nebo ve Weigertové dvojchromanu draselnatém,
kamenci chromovém.

Rezy vloZi se na 6 hodin (micha) nebo 12 hodin (mozek)
do polychromové modfi, pfi €emzZz béfe se vétSi mnozstvi
barvy na malo fez(. Obarvené fezy operou se ve vodé
a pfenesou se na ploché IZiéce do vodného koncentrova-
ného roztoku taninu (star$i roztok plsobi Iépe).

Odbarvovani trva delsi dobu, fezy se ani za 12 hodin
neodbarvi, a zlstanou zde tak dlouho, aZ moZno rozeznati
Sedou hmotu od bilé. Odbarvené fezy omyji se dlikladné
ve vodé a barvi se znovu v polychromové modfi, na
které se vytvofi po vloZeni fezl kovovy povlak. Tanin
v Fezech po odbarveni plsobi po druhé na methylovou
modfF, kterou mnohem pevnéji vaze; fezy se zbarvi modro-
gerné. Rezy, které se opétné tak dlouho barvi, jako
po prvé, differencuji se zase taninem, operou ve vodé,
prfenesou do 96% alkoholu, prosviti v oleji bergamottovém
a pres xylol montuji v balsdmu. Pro michu staci dvoji
pochod é&hodinovy, pro mozek 12hodinovy; hlavné pfi
druhém pochodu nesmime jiti pod tuto dobu. Myelin
zbarvi se temné modrfe, jadra svétle modfe. Mozno za-
barviti jeSté Giesonem vazivo.

Bernard (Centrbl. f. Nerv. u. Psych.. Bd. XVI.
893) upozoriuje, Ze pfi vySetfovani ezl mozkem, které
jsou barveny methodou VVeigertovou neb Palovou, obje-
vuji se mista ,,miliarnich uzlikd“, ktera vykazuji zanik
nervovych vlaken, diffusni zbarveni atd., jako by Slo
0o skutec¢nd pathologickd hnizda.

Barvi-li se Fez jinymi barvami, kde nevytvaFi se
lak chroman(, tu nalezneme sice tato mista, av$ak nejsou
to hnizda nadorovitad. Pfichazi k tomu vykladu, Ze jde
0 misteCka, ktera nebyla proniknuta celloidinem, chro-
many nebyly vazany, pfi vSech dalSich pochodech se
lehce chrom v téchto mistech odstranil, takZze se nevy-
tvari pozdéji lak chromanu; jina barviva adjektivni daji
v téch mistech dobré zbarveni.

Benda. Barveni myelinu perifernich nervid. Z ma-
teridlu konservovaného 10% formolem, délame fezy po
zmrznuti a ty pak barvime Béhmerovym haematoxy-
linem nejméné 24 hodiny, naeZ odbarvujeme Weigertovou
tekutinou (borax, &erv. krev. sll.). Preparat uplné od-
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barvime, omyjeme ve vodé, vlozime do alkoholu, pak do
kreosotu, ktery se xylolem odbarvi a ukladd do kanady.
Touto methodou zdstanou zbarvena jen vladkna s poch-
vou dfefiovou. V klZzi zlistdva zbarvena rohova vrstva
epidermis pravé tak, jako nervy.

Marchiho methoda barveni degenerovanych ner-
vl perifernich i centralnich. (Z. f. w. Mikroskopie 1893).
Material fixovany v Mdallerové tekutiné prenaSime do
smési:
Mullerova tekutina 2 dily
Kyselina osmiéeld (1%) 1 dil.

V této ponechdme material nékolik dnd, potom vy-
pirame ve vodé a pres alkohol zalivame bud do celloidinu
nebo paraffinu. Rezy moZzno barviti haematoxylinem,
nebo kamencovou koSenilou, nebo i dehtovymi barvami
jako: safraninem, gentianou a j. Jako vSude, kde k fixo-
vani pouzivame kyseliny osmiéelé, tak i zde nutno ukla-
dati pouze malé kousky materialu. Barvime-li fezy celym
mozkem, mdzZeme ukladati Fezy nejvyse 5 mm tlusté,
jinak kyselina osmiéela materialem nepronikne. Na dobfe
zbarvenych preparatech vidime jen mista €erstvé dege-
nerace (t. j. dfive, nez nastane Gplna atrofie nerv. elementd
a jich substituce gliovym vazivem) Cerné zbarvena.

Methody této pouziva se téméf vyhradné pfi experi-
mentelnich studiich pribéhu drah mozkovych a mozko-
michovych. Jak prokdzadno, jest nejvhodnéjsi doba ke
studiu degenerace nervd asi 11 den po operaci.

Barveni osového valce v nervstvu.

Nejstar§im barvenim osovych valcl bylo ono barveni
ammoniakalnim karminem, kterého se pouzivalo pro bar-
veni michy a mozku vibec. Po obarveni a montovani
do kanady byly zbarveny gangliové bunky cervené, pochva
dfefiova svétle Cervené, osovy valec tmavoéervené. Jak
jiz dfive uvedeno, nedostavame nyni takového zabarveni,
ovSem jind barviva nahrazuji mnohem lépe barveni kar-
minové.

Chilesotti udava barveni karminové, které barvi
po kazdé fixaci.
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1 g natria kyseliny karminové (Grlbler)

0*5 g uran nitratu,

100 g dest. vody.

Vafi se pll hodiny, po vychladnuti se filtruje. Pted
upotfebenim pfidaji se na 1 cc barvy 2 kapky kyselého
alkoholu. Rezy po Mullerové tekutiné zbarvi se po 5 az
10 minutach, po formolu po 15—20 minutéch, po tekutiné
Marchi-ho za 2—4 hodiny. Po zbarveni se Fezy vyperou
ve vodé, odvodni a pfes xylol montuji v pryskyfici. Pfe-
barvi-li se fezy, tu mozno je v nakyseleném alkoholu od-
barviti.

Stroebe (Zentrbl. f. alg. Patli. etc. 1893, IV. Bd.).
Methody této mozno pouZiti nejen na centralni, ale i na
periferni nervstvo. Material fixuje se v Mllerové tekuting
po dlouhou dobu (4—5 mésicl) pravé tak, jako pro Wei-
gertovu methodu. Po odvodnéni v alkoholu se zaleje do
celloidinu, fezy maji byti tenké as 10 [i. Barveni se pro-
véadi takto:

1. Rezy vlozi se do anilinové modfi (nasyceny
vodny roztok) asi na 10 minut az 1 hodinu; obarvi se
temné modre.

2. Rezy operou se nejdfive v dest. vodé, nato se
differencuji v abs. alkoholu s pfidanim 20—30 kapek
1 % roztoku kal. causticum v alkoholu (100 cc alkoholu
1 g kali caustic. nechéa se stati 24 hodiny, naéez se filtruje).

3. V tomto alkalickém alkoholu zméni fezy ihned
barvu do &ervena, pfi tom odchazeji oblacky barvy éerve-
navé. Odbarvovani trva tak dlouho, aZz prejde barva
fezll do svétlohnédoéervena (u fezl tlustSich do tmavo-
hnéda) a nevystupuji jiz zadné oblacky barevné z fezd,
coz trva 1 az nékolik minut.

4. Po odbarveni pFfenesou se fezy do vét§iho mnozstvi
dest. vody as na 5 minut, zde nabudou fezy opét barvy
svétle modré.

5. ?{ezy obarvi se barvou kontrastni, a to safraninem.
Koncentrovany roztok safraninu rozfedi se na polovinu
vodou, kde ponechaji se fezy 1/4—y2 hodiny, naéeZz se
odbarvi v alkoholu. Montovani pfes xylol do kanady.
Osové valce modré, jadra Cervena.

Mallory barvi osové valce ve vldknech central-
niho nervstva v roztoku:
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1-75 g haematoxylini crystal.

10 cc kyseliny fosformolybdenové 10%
200 cc dest. vody

5 g karbolové kyseliny.

Po pfipravé musi barva stati nékolik tydnd, neZli
uzraje. Odbarvi se jen ve vodé, pFes alkohol, xylol do
kanady. Vedle osovych valci barvi se i vazivo.

W ollers (Zeitschr. f. wiss. Mikr., Bd. VII. 1890)
barvi Fezy z materidlu v tekutiné Kultschickyho fixo-
vaného a v celloidinu nebo paraffinu Fezané, takto: Rezy
se ulozi do mofidla.

1 dil 10% roztoku chlorvanadia,
4 dily 8% aluminiumacetatu

na 24 hodin, vyperou se as po 10 minut ve vodé a vloZi se
do roztoku haematoxylinu:

1 g haematox. crystal.
50 cc kyseliny octové 2%.

Tmavé zbarvené Fezy pfenesou se a odbarvuji se
v kyselém alkoholu (%% kyselina solnd), az nabudou
barvy modrocervené. Vypirati v Ccistém alkoholu tak
dlouho, az se kyselina odstrani. Pfes origansky olej monto-
vati do balsdmu. Jen osové valce zlistanou tmavé za-
barveny.

Kaplan (Arch. f. Psych. u. Nerv. Kr. XXXV. 1892.)

1. Material centralniho nervstva fixuje se po delSi
dobu (3 mésice) v Mdullerové tekutingé; mohla pfedchéazet!
i fixace formolem.

2. Tvrzeni v alkoholu, a to po 24 hodiny v 80% a 24
hodiny v 96%. .

3. Zaliti materialu do celloidinu nebo paraffinu. Rez
musi se zhotoviti pokud mozno brzy, by material nelezel
dlouho v alkoholu. Barveni déje se Cerstvé pFfipravenym
roztokem.

4. 10% anthracen-zZelezito-dubénkovy inkoust (z Leon-
hardiho tovarny v Drazdanech — Grilbler Lipsko), po
3 dny v thermostatu pfi 30° C. Rezy moZno ponechati
i déle v barvé, jest pouze nutno obcCas fezy promichati,
aby se neslepily.

5. Kratké omyti fezd vodou a differencovati

6. v odbarvovaci tekutiné Pal-Weigert.
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7. Po odbarveni preparat dobfe opladchneme ve vodg,
jako kontrastniho barviva pouZijeme slabého roztoku ky-
selého fuchsinu.

8. Po odvodnéni montujeme fezy pfes xylol do ka-
nady. Osové valce jsou zbarveny temné, glia a bufiky jsou
UpIné odbarveny. (Ne vzdy spolehlivé zabarveni, jinak
dosti dobré.)

Scarpatti. (Neurologisch. Centrbl. XII. 1897.)
Barvi Ffezy z centrdlniho nervstva, které bylo fixovano
formolem, po zaliti do celloidinu pfimo haematoxylinem
Weigertovym 5 minut, nato pfenese po kratkém omyti
fezy do kys. skalice modré, kde Fezy nabudou tmavo-
modré barvy. Po oplachnuti fez( odbarvuji se napolo
v rozfedéné odbarvovaci tekutiné dle Weigerta (borax —
¢ervena krevni stl). Omyti ve vodé, montovati pfes xylol
do pryskyfice. Zbarvi se osové valce, gangliové bufiky,
jadra vaziva a cev. Dava dosti dobré vysledky.

Chilesotti (z f. w. Mikr. 1902 XIX.). Barvi
karminem s Kkyselinou solnou. Materidl konservuje ve
Weigertové tekutiné (dvojchroman draseln. 5 g, chro-
movy kamenec 2 g, voda dest. 100.) Obarvené fezy redu-
kuje slabym hypermanganem a odbarvuje 5% kyselinou
sirovou, kteryzto pochod 5- az IOkrate za sebou opakuje;
maji se zbarviti elektivné osové valce.

AvSak autor sam uvadi, Zze neobdrzi po kazdé elek-
tivniho zbarveni; v Sedé hmoté se osové valce viibec nebarvi,
taktéz v jadrech nervl. Substantia Rolandi jest vzdy
temné zbarvena. Dle vlastniho ndzoru nemoZzno methodu
tuto zvIlasté doporuéovati, proto se o ni kratce jen zminu-
jeme s odkazem na originalni pfedpis.

Nabias (Comp. Rendu. Soc. de. Biolog. LVI.
1904.) barvi fezy systému nervového chloridem zlata.

1. Rezy, podloZené na podloZni skélko, dobfe vodou
promyté, pokryji se kapkou jodu (1 g jodu, 2 g jodkalia
a 30 g vody); fez musi byti po jodu Zluté zabarven.

2. Jodovany fFez preleje a omyje sedest. vodou.

3. Na omyty fez nakapne se 1% roztokchloridu
zlata, fez ztrati ihned zabarveni po jodu.

4. Opere se znovu ve vodé a pokryjese

5. anilinovou vodou, ve které fez ihned zméni barvu
do fialova nebo purpurova. Po omyti pfeneseme fez pfes
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xylol do kanady. Osové valce jsou zbarveny, nékdy jsou
i fibrilly znatelny. Vysledek neni vzdy jisty.

Impregnace osovych valcl stFibrem.

Bielschowsky (Neurolog. Centrbl. XXI. 1902).
Material centralniho nervstva fixuje se formolem 10%,
po fixaci délaji se Fezy ze zmrzlého materidlu. Rezy
uloZi se pfimo z mikrotomu opét do 10% formolu a z to-
hoto pfenesou se do ammoniakalniho roztoku dusiénanu
stfibrnatého, ktery se pFipravi takto: Do libovolného
mnoZzstvi ammoniaku pFfiddvame 10°/0 roztok dusi¢nanu
stfibrnatého tak dlouho, az povstane bil4, rychle hnéd-
nouci sraZenina, kterou nutno dalSim pfikapovanim
ammoniaku opét rozpustiti. Ze stfibra pFfenesou se Fezy
(sklenénou jehlou) do vody k oplachnuti, a ihned uloZi se
do 10% formolu k redukci, kde zhnédnou. Manipulaci
tuto, totiz pFeneseni fezd do stfibra (ammoniakalniho)
a odtud do formolu, nékolikrate po sobé opakujeme, ne-
smime vSak zapomenouti, Ze pfi kaZzdém pFeneseni ezl
z formolu do stfibra a naopak, nutno tyto vzdy ddkladng
ve vodé oprati. Po nékolikerém opakovani nabyla i Seda
substance michy hnédé barvy. Takto zredukované pre-
paraty se vSak v xylolu, chloroformu, terpentinu atd.
odbarvuji, pro€ez jest nutno pravé tak, jako pf¥i obycCej-
nych fotografickych reprodukcich, preparaty zlatém zre-
dukovati, €ehoz lehce dosdhneme pFiddnim nékolika ka-
pek chloridu zlatového do misticky s vodou, do niz dame
trochu boraxu, po pfipadé kyseliny octové. V této lazni
nabudou fezy barvy modravé; k odstranéni nezreduko-
vaného stfibra ukladaji se fezy do sifiéitanu sodnatého
(fixacni lazen), naéez se dobfe omyji a montuji pfes xylol
do pryskyfice.

Jak Fezy, tak i celé kousky michy a mozku mozno
v celku impregnovati a po zaliti do paraffinu Fezati.
Kousky v tlousStce as 1 em fixuji se ve 20% formolu, pak
se pfenesou do stfibrnaté lazné, kde zlstanou 1—4 dny;
potom se vlozi na nékolik minut do ammoniaku a vody
1:10. Z ammoniaku pfenese se material do formolu 10%,
kde se v thermostaté pfi 30° C poneché po 3 dny. Vytvofi
se nejdfive bila, pak hnéda srazenina; tehdy jest nutno
tekutinu zméniti. Po redukci odvodni se preparat pokud
mozno rychle v alkoholu a zaleje do paraffinu. V pfipadé,
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Zze by redukce nebyla v Fezech spradvna, nutno fezy jeSté
jednou uloZiti do 10% formolu, ke kterému pfidame
ammoniaku v poméru asi 1 : 10. Po redukci stfibra nutno
vloziti fezy do zlaté lazné, pak montovati pfes xylol do
pryskyfice. Methoda tato nedavala vSak ur€itych a jas-
nych obrazl, zbarvilo se totiz vedle valcl osovych téz
vazivo kollagenni i vldkna elastickd. Vadu tuto hledél
Bielschowsky (Journal f. Psycholog, u. Neurologie
IV., 1905.) odstraniti tim zpdsobem, Ze vsunul mezi jed-
notlivé pochody plsobeni kyseliny. Nejlépe se osvédcuje
methoda tato na fezech ze zmrzlého materialu, avSak
moZno pouziti téZ fezl z celloidinu neb paraffinu.

1. Kousky cerstvého materialu (ne tlustsi 1 centi-
metru) fixuji se v 10% formolu. Rezy po zmrznuti, nejvyse
10~ tlusté, pfenesou se z vody na 24 hodin do 2% roztoku
dusi¢nanu stfibrnatého.

2. Po rychlém oplachnuti ve vodé pfenesou se do
ammoniakalni stfibrnaté soli, ktera se vzdy Cerstvé pfi-
pravi, a to takto: do 5 cc roztoku 10% AgNO3vkapneme
5 kapek @istého 40% roztoku natr. hydroxydat. Stfibro
se ihned srazi na Cernohnédy oxyd stfibra a tato srazenina
se opatrnym vkapovanim cCistého ammoniaku za stalého
protfepavani GapIné rozpusti. V tomto Cistém roztoku
obsazeny jsou rychle oxydujici latky stfibra (dusi¢nan
stfibrnato-ammonaty a kyslicnik stfibrnaty). Tento roz-
tok se zfedi na 20 cc vodou. V takto pfipraveném roztoku
zlistanou Fezy asi 15 minut, kde nabudou barvy tmavo-
hnédé.

3. Rezy se pfenesou do slabého roztoku Kkyseliny
octové (5 kapek kyseliny octové na 20 cc vody). Jakmile
fezy v octé zeZloutnou, pfenesou se

4. do redukujiciho 20 % formolu a ponechaji se
v ném tak dlouho, dokud z nich vystupuji bilé vioCky.

5. Takto zredukované fezy nutno vloZiti jeSté do
zlaté lazné, ¢imz docili se jasného vystoupeni i téch nej-
jemngjSich vlaken nervovych a rozliSi se barevné vlakna
nervova a vazivova. Osové valce jsou stejnomérné cCerné,
vazivo modrofialové.

Methody této mozno pouZiti téZ na celé kousky or-
ganl; tyto musi ovéem v jednotlivych tekutindch zdstati
mnohem déle, a to v neutralnim stfibfe ponechaji se
tenké kousky 3—4 dny, v ammoniakalnim stfibfe zlstanou
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nékolik hodin, rovnéz tak i v kyseliné octové. Redukce
ve formolu trva 24 hodiny. V zlaté lazni musi zlstati 24
az 48 hodin.

Barveni gangliovych bunék centralniho nervstva,

Gangliové bunky centralniho nervstva pfijimaji po
rdznych fixaénich tekutindch téméf veSkerda barviva
v histologii uzivana. Po Millerové tekutiné barvi se dobfe
ammoniakalnim karminem a haemateiny. Po fixaci for-
molem, alkoholem, sublimé&tem etc. barvi se velice inten-
sivné barvami dehtovymi. Tento vzdjemny vztah mezi
fixaci a barvivém, jako vSude jinde, i zde dal podnét k ve-
lice ¢etnym Gdajim a methodam barveni. Nejddlezitéjsi
stala se v posledni dobé methoda dle N issla (Z. f. wiss.
Mikr. 1895, 1896).

Cerstvy material uklada se do 96% alkoholu. Rezy
zhotovi se bez jakéhokoliv zaliti a vlozi se pfimo z lihu
do roztoku methylové modfi.

15 dild methylové modfFi
7 ,, benatského mydla,
4000 ,, dest. vody.

Barvu takto pfipravenou, kterou moZno v zasobé
chovati, nalejeme na hodinoveé skélko, Fezy vloZzime
do barvy, kterou zahfivdme nad lihovym kahanem tak
dlouho, aZz zacCne vystupovati para (65—70°). Z barvy
pfeneseme fezy do odbarvovaci tekutiny:

1 dil Cistého anilinového oleje,
9 dild alkoholu 96%,

kde ponechédme je tak dlouho, az nevystupuji jiz Z&dné
barevné oblacky. Nyni vyjmeme fezy lopatiCkou na
podlozni skélko, osuSime je ssacim papirem a nakapeme
na né olej cajeputovy, ktery opét papirem vysu-
Sime; potom nakédpneme na vysuSeny fez benzin, ktery
jej ihned prosvétli a pak benzin-kolofonium. Nad pla-
menem tuto kapku rozehfejeme, benzin se vypafi, a po-
loZime konecné kryci skélko, které nutno opatrné pfitlaégiti.
Gangliové bufiky jsou velice intensivné zbarveny, u nich
vystupuje velice ostfe t. zv. tigroid (nespravné Nisslova
téliska), ostatni jadra vaziva, cev atd. jsou téz zbarvena.

Tato plvodni methoda Nisslova jest dosti obtiZzna,
docililo se vSak po velkych dvahach toho, Ze moZno

k témuz vysledku dojiti i jednoduS$Si cestou po zaliti
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materialu do celloidinu nebo paraffinu a montovani do
kanadské pryskyfice.

Vau Gehutchen. Rezy z materialu, ktery byl
zalit do paraffinu, pfilepime vodou na podloZni skélko,
po odstranéni paraffinu vloZzime skélko do roztoku methy-
lové modfi dle Nissla a po projiti xylolem uloZzime je
do damarské pryskyfice.

Mann, (Z. f. w. mikroskop. 1894*) barvi smési

1. 2 dily 1% vodniho roztoku methylové modfi,
9 dild 1% eosinu,
20 dilG vody dest.;

po odbarveni fezl diffcrencuje tyto v slabé alkalickém
absolutnim lihu.

2. Dle jiné methody barvi Fezy z paraffinu nejdFive
1% vodnim eosinem, potom %% toluidinovou modfi,
nebo 4% methylovou modfi. Odbarvuje se alkoholem.

Lenhosek: Material fixuje 50% formolem po
dva dny, kousky pfenese do abs. lihu, taktéZz na dva dny,
zalije do paraffniu a fezy barvi as 5 minut v konc. roz-
toku thioninu. Rezy diffcrencuje v alkohol-anilinu (9 dild
alkoholu, 1 dil anilinového oleje) a montuje pfes xylol
neb cajeputovy olej do balsému.

Martinotti (Z. f. w. Mikr. 1884) barvi fezy as
po dvé hodiny aZz i nékolik dni v nasyceném roztoku n i-
grosinu v koncentrovaném roztoku kyseliny pikrové,
po obarveni promyvéa fezy smési 2 dild alkoholu a 1 dilu
kyseliny mravenéi tak dlouho, aZz se diffcrencuje 3eda
hmota od bilé. Montovani pfes xylol do kanady. Podobné
zbarveni obdrzime po barveni blue-black. Rezy
barvi se v /4% roztoku as 1 hodinu neb v slabém roztoku
1 na 3000 po 24 hodin. Vysledek barveni zavisi od hmoty
pdvodniho barviva. Differencovani pouze alkoholem,
montovani pfes xylol do kanady.

Gailgliové bunky spinélnipoobyéejném
tvrzeni v alkoholu se velice svrasti; ma-li se zachovati
jich vzhled normalni, uddava Gehutchen tuto fixacni
methodu (t. zv. Gilsonova tekutina):

kys. dusicnd (46%) 15 cc

kys. octova ledova 4 cc
sublimat 20 ¢
alkohol 60% 100 cc
voda dest. 880 cc

Rejsek, Mikroskopicka technika. 1
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Po fixaci promyva se materidal 1 hodinu v tekouci
vodé, pfenese do alkoholu s jod-jodkali. Barvi se tollui-
dinem, differencuje 94% alkoholem.

Golgihomethoda.

Tato methoda impregnace gangliovych bunék a jich
vybézkd spoliva na srazeni stfibra s dvojchromanem
draselnatym. Materidl, pokud moZno nejcerstvéjsi, dluzno
uloziti do Mullerovy tekutiny nebo do tekutiny Erlickiho,
po pfipadé do 2% dvojchromanu draselnatého. Jest velice
téZko udati, jak dlouho nutno ponechati materidl (jen
male kousky) ve fixaéni tekutiné; dle Gdajl jest nejlepsi
doba 20 dnl v dobé letni (nebo za tepla), del$i v zimé.
lieli injikuje dvojchroman hned po smrti zvifete pfimo
z aorty. Po utvrzeni vloZzime material do slabého roztoku
AgNO03, ve kterém nastane ihned éervenohnédé srazeni
stfibra. V tomto roztoku materidl omyjeme a pfeneseme
jej do eéistého 1% roztoku AgNO03. Impregnace docilime
asi po dvou dnech, nechdme-li materidl v roztoku st¥ibra
na teplém misté stati. Doporuéuje se éasem se pfesvédciti
na fezech z volné ruky a kontrolou pod mikroskopem,
zda reakce jiz nastala. Stalo-li se tak, dluzno kousky mate-
ridlu dobfe alkoholem promyti, aby se odstranilo veSkeré
stfibro. Materidl feZeme bez zaliti, fezy pfenaSime pfes
alkohol do kreosotu, dale do terpentinového oleje, do
balsdmu. Preparéat nepfikryjeme krycim skélkem, jelikoZ
by se impregnace po kratkém @ase ztratila.

I utéto methody nalezneme fadu modifikaci, tykajici
se hlavné fixace, tak pfidava se ke dvojchromanu kyse-
lina osmiéeld, jindy opét formol atd.

Nutno upozorniti, Ze jest to methoda naprosto ne-
spolehliva; nesrazi-li se nékde stfibro, to neznamena, Ze
v téch mistech neni nervstva. Na podafenych prepa-
ratech jest velice dobfe a jasné vidéti gangliové bunky,
vybézky etc.

Téze methody moZzno upotfebiti k impregnaci Zluéo-
vodld (kapillar) v jatrech, vyvodd ve Zlazach atd.

VySetfovaci methody na neurofibrilly.

Bethe (Arch. f. wissensch. M. 1900, XVII., Arch.
f. m. Anat. 1900). Dfive nez nékdo poéne podle této me-
thody pracovati, jest naprosto nutné, aby se seznamil
s origindInim sdélenim. Methoda tato v pravém slova
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smyslu zvifila dobu vySetfovani neurofibrill. Bylo vyty-
kdno autoru, Ze methodu uvefejiiuje Cisté z osobnich
pohnutek. Jak sam pravi, uvefejiuje methodu svoji
proto, aby umlcel protivniky; avS8ak methoda ta jest na-
prosto nespolehliva, a jak sam uznava, nikomu z modifi-
katoru se asi nepovede, byt i jen nahodou, zdokonaliti ji
tak, aby toto barveni bylo naprosto jisté. Pfece jest
v8ak mozno pfi velké trpélivosti dosici obrazl velice in-
struktivnich, av8ak pouze jen na materialu normalnim;
naprosto nevhodnou jest tato methoda pro material patho-
logicky.

« |I. Methoda pro material nervstva obratlovcd.

A. Fixace.

Cerstvy material nutno nafezati v ploténky 4- 10 mm
tlusté a vloziti je do 3—7*5% kyseliny dusi¢né (spec.
vahy 1-40), kde se obCas obraceji, a ponechati je v ni 24
hodiny. Material taktoz nitrovany musi nabyti svctlo-
Zluté barvy; tmavoZluty material (silné znitrovany) jest
naprosto nepotfebny.

B. Tvrze ni.

Z kyseliny dusi¢né pfeneseme materidl pfimo do 06%
alkoholu na 12—24 hodin, delSi ponechani v alkoholu
nevadi.

C.Vymyti Kkyseliny.

Z alkoholu pfeneseme kousky na 12—24 hodiny do
smeési

ammoniaku (spec. vaha 0*95—0-06) 1 dil

vody dest. 3 dily

alkoholu 96% 8 dill

Po vymyti pfijdou kousky opét na 6—12 hodin
do alkoholu 96%.

D. Kysely alkohol.

Kyselina solna (spec. vaha 1*18 — 37% B.) 1dil

voda dest. 3dily

alkohol 96% 8—12 dild.

V této tekutiné ztrati material Zluté zbarveni, stane
se témeér bilym; odtud pfenese se opét do alkoholu na
12—24 hodiny.

E. Pfeneseni materidlu do vody ne déle nez na 2 az
6 hodin.

U*
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F. Molybdenovani.

Kousky pfenesou se do 4% roztoku Ammonium mo-
lybdatu (Ammonium molybdenicum) na 24 hodin. (Pre-
parat Ammon. molybd. bily, ve velkych krystalech jest
mnohem lepsi nez preparat zluty v malych krystalech.)

G. Zaliti.

Kousky materialu se rychle omyji v dest. vodé pfe-
nesou se do alkoholu 96% na* 10—24 hodin, déale do
absolutniho alkoholu a pfes xylol neb chloroform do para-
finu (ne do celloidinu). Teplota od A—E musi byti as

C.

Pro barveni fibrill 8—15° C pro barveni Golgiho
pleteni 18—30° C, nikdy vSak vétsi.

//.Hotoveni Ttezd déje se v paraffinu a pfi-
lepi se Mayerovym glicerin-bilkem na podlozni skélko.
Pfilepené Fezy pFenesou se, jako obyéejné, pfes xylol
a alkohol na kratkou dobu y2—1 minuty do vody. Nej-
spravnéjsi tloustka fezl jest 107,

J.Differencovani a barveni tvofi nej-
téz8i &4ast této methody, ponévadZz nutno pro kazdy
kousek pfipraveného materialu a pro kazdy druh bunék
vyzkusiti dobu barveni i differencovani. Skélko s fezy
omyje se je$té jednou destilovanou-vodou, aby vSechen
alkohol byl odstranén, a opatrné se Cistym hadfikem
na stranach a zespodu osuSi. Potom pipetou nakapeme
na fezy dest. vodu as 1—1-5 cc, poloZzime do thermostatu

60° C, ne déle nez 5—10 minut. Pak vodu slejcme
a nakapeme na fezy roztok tolluidinové modfi
(1 dil na 3000 vody). Podlozni skélko dadme opét do ther-
mostatu na 10 minut, naéeZ se barva dest. vodou omyje
a skélko vlozime do 96% alkoholu. VeSkeré barvivo,
které neni vdzdno na molybden, se v alkoholu rozpusti
v modrozelené barvé. Neodchazeji-li jiz barevné vlocky,
vlozime skélko do absol. lihu, do xylolu a konecné pfi-
kryjeme fezy kanadskou pryskyfFici.

Rezy z mozku differencuji se asi po 2—6 minutach,
z prodlouzené michy 3—7 minut, z michy 5—10 minut.
V celku jsou dobfe differcncované preparaty fialové neb
éervenofialové. Pro bezobratlovce udava Bethe konservo-
vani ve smési 3 dilG koncentr. kysel, pikrové a 1 dilu
koncentr. pikranu ammonatého, naéez se ihned kousky
vloZi do molybdenu. | bez daldiho differencovani barvi se
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fibrilly neur opilu; bufiky gangliové barvi se po mo-
lybdenu velice syté.

Cajal S. R. (Z f. wiss. M. XX. 1903). Methoda
na vysetfovani neurofibrill osovych valcd a zakondéeni
nerv po impregnaci stfibra.

Methoda tato spo€ivd na imbibici dusi¢nanu stFibr-
natého a na redukci stfibrnaté soli v neutralnim roztoku
hydrochinonu nebo pyrogallolu.

Material nutno vloziti do roztoku AgNO03 0*75—3%
a ponechati v teple pfi 30—35° C. Tato teplota jest nutng,
ma-li se dociliti dobrého vysledku; v Iét€ moZno nechati
material pfFi teploté pokoje, musi vSak byti teplota vyssi
nez 22° C. PFi nizsi teploté jest nutno material ponechati
po del§i dobu v roztoku.

Dllezita jest koncentrace roztoku, a pravidelng se
stava, ze Cim slabsi roztok, tim lépe barvi se fibrilly oproti
svétlé phdé; &im koncentrovanéj$i roztok stfibra, tim
méné vyniknou fibrilly, ale tim vice jiné elementy (bunky
jsou lépe konservovany, zvlasté pak Auerbachovy
kone¢né pupeny). Malé objekty, jako kousky michy
kralika, zGstanou 2y2—sy2 dne ve stfibfe. Ponechani
materialu po delsi dobu kazi vysledek. Vé&tsi objekty
zlistanou pomérné déle v roztoku, as 4 dny. Dobu ,,zrani“
jest nutno vzdy zkusmo vySetFiti, jelikoZ neda se pfedem
uréiti.

l. Ve vét§iné pfipadl uziva Cajal 1*5% roztok dusic-
nanu stfibrnatého v destilované vodé. Docili dobré
impregnace fibrill, nukleold i zakonéeni nervl. 0*75 aZ
0*5% roztoku uZziva pfi impregnaci materialu embryo-
nalniho nebo novorozenych zvifat, 3% roztok pouziva
u materidlu od ¢lovéka a velkych ssavcl; v ném impreg-
nuji se fibrilly a pericellularni rozvétveni. 5—6% roztok
pouZziva se pfi vysSetfovani bezobratlovcd, kde se hlavné
dobfe impregnuji Auerbachovy pupeny.

Red ukce. Prepardty omyji se as po 2 minuty ve
vodé a uloZzi se na 24 hodin do roztoku

hydrochinon (neb pyrogallova kys.) 1—2 g

voda dest. 100 ¢

formol 549

Po redukci se material FAdné ve vodé opere po né-
kolik minut a uloZi do alkoholu a zalévd do celloidinu
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(paraffin neni vhodny). Rezy musi byti tlou$tky 10—30
a montuji se do kanadského balsamu.

Il. Methoda barveni osovych valcd a neurofibrill
v gangliovych bufkéach.

Dfivéjsi methoda nebarvi vibec osovych valcd. Nc-
chame-li vSak stfibro G€inkovati na tvrzeny material, a to
v alkoholu Cistém neb ammoniakalnim, barvi se osovy
valec, zafezy Ranvierovy, vidlicovité rozdéleni nervid atd.

1. Fixovani materiadlu po 24 hodiny v 96% lihu.

2. Materidl vypird se po nékolik hodin v dest. vodé
a vlozi se do roztoku stfibra.

Arg. nitr. lg
voda dest. 100 ¢

UloZi se v thermostatu pfi 30—35° C; po impregnaci
se material vymyje, zbavi pfebyte¢ného stfibraa ulozi
do roztoku :

hydrochinon 29
voda dest. 100 g
formol 5¢9

3. Material dobfe proplachneme vodou, uloZime do
alkoholu a zalévame do celloidinu. Osové valce hnédo-
gerné, ncurofibrilly velkych bunék éervenohnédé.

Preparaty nafezané mohou se jeSté ztemniti a ustaliti
zlatou lazni.

Ammonium sulfocyanat. 3 0
Natr. subsulfuros. 3 g
Auri chlorat. 1% nékolik kapek.

Preparaty se vyperou, vlozi do alkoholu a montuji
do kanadského balsdmu.

I11. Barveni neurofibrill velkych bunék a jemnych
nervovych vlaken.
Material fixujeme v ammoniakInim alkoholu:

alkohol 97% 100 cc
ammoniak 0-5—1 cc.

Pro vétsi kousky mozno zvySili procento ammoniaku
na 1-5, nebo se ponecha material v ammoniakalnim lihu
déle, as 2 dny; nejlépe se osvédCilo tvrzeni po 24—36
hodin.

2. Preparéaty se dobfe dest. vodou omyji a uloZi do
1-5% roztoku arg. nitrici. Redukce taZ jako sub. Il. udano.
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Bielschowsky M. (Neurolog. Centrbl. XXII.
1903). Impregnace neurofibrill nitratem stfibra. Modifikace
methody, uvefejnéné 1902 (viz dfive).

1. Orgény fixuji se 12% formolem (ktery jest roz-
fedén studni¢nou vodou!). Orgdny maji se vziti po sekci
za 24 hodin; jest aplné Ihostejno, provadi-li se impregnace
ihned nebo pozdéji, tfeba po letech.

2. Rezy zhotovi se na mikrotonu po zmrznuti, nemaji
byti tlustsi nez 20 /i

3. Rezy prenesou se sklenénou jehlou do 2% roztoku
arg. nitr. v dest. vodé. Pochvy dfefiové obarvi se ihned
na hnédo (pfenesou-li se fezy do roztoku chromoveé soli,
obdrzime trvalé zbarveni pochvy dfefiové na nervech).

4, Pfipravi se 3% roztok ammoniaku, do kterého
pfenesou se fezy sklenénou jehlou; nitrat stfibrnaty se
ihned pfeméni na argentum diammonium-nitrat, pfi cemz
se fezy Zlutavé zabarvi.

5. Rezy vlozi se na 10 minut do 20% formolu.

6. Rezy se namoci jen na kratkou dobu do 3% am-
moniaku a

7. pfenesou se do 0-5% roztoku dusi¢nanu stfibra,
kde se stfibro ihned srazi. Roztok tento nutno po kratkém
upotfebeni vymeéniti. Zde zlstanou fFezy, aZ nabudou
hnédé barvy, coz trvd as % minuty, nafez se vlozi do
20% formolu, kde nastane redukce, jevici se ve vystupo-
vani bilych vlocek.

8. Rezy prenesou se k dalSi redukci do 3% ammoniaku
a nakonec jesté do 20% formolu, kde UpIné ztmavéji.

Rezy takto zbarvené vkladaji se do zlaté lazné; na
10 cc vody daji se 2—3 kapky 1% chloridu zlatnatého,
k ¢emuz se pfida nékolik kapek kyseliny octové. V roztoku
zlata zméni fezy barvu hnédoZlutou na tmavé fialovou;
k odstranéni nezredukovaného stfibra vyperou se Fezy
v kyselé 1azni fotografické, kterd se rozfedi; Fezy se potom
dikladné promyji, odvodni a montuji do kanadského
balsdmu.

VeSkeré tyto impregnacni methody vykazuji mnoho
vad, nejsou spolehlivé, davaji vSak dosti instruktivni,
hlavné demonstracni preparéty; pro pathologicky material
jsou ov8em naprosto nespolehlivé.
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Neuroglia.

Weigert. Methoda na barveni neuroglie v nervstvu
u Clovéka spociva:

1 na tvrzeni centralniho nervstva.

. mofeni oxydujicimi slou¢eninami kovd,

3. na redukci téchto sloucenin, a konetné

4. na barveni.

Malé kousky, nejvy3e as 5 mm tlusté, uloZzi se do
10% formolu na 4—5 dnd, pfi ¢emZ se formol vyméni.
Potom se pfenesou do smési

5% octanu meédnatého,
5% kyseliny octové ledové,
2-5% kamence chromového.

(Ve 100 cc vafici vodyrozpusti se zastdlého mi-
chani 2-5g kamence chromového, pfidase kys.octova
a nakonec teprve octan médnaty — v jiném pofadi se
obdrZzi hust4, zelend srazenina.)

V této tekutiné zlstanou kousky 4—5 dnl, nadeZ se
omyji ve vodé, vlozi do alkoholu k odvodnéni a zaleji
do celloidinu. Rezy celloidinové vloZi se za pFi¢inou
oxydace na 10 minut do y3% roztoku hypermanganu,
nate? se dbkladné omyji a uloZi do redukéni tekutiny.

Chromogen 50,
kys. mravenci 5 cc,
vody dest. 100 cc

Pfed upotfebenim na 90 cc tohoto roztoku pfida se
10 cc roztoku natriumsulfatu 10%. V této tekutiné se
fezy, které byly nad manganem Zluté zbarveny, po malo
minutach daplné odbarvi.

Barveni takto zredukovanych fez(l se provadi takto:
Pfipravime za horka koncentrovany roztok methylové
violeti v 70—80% lihu; po vychladnuti sleje se rozpus-
téna barva, do které pridad se 5% oxalova kyselina (na
100 cc barvy 5 cc kyseliny). Béle se pfipravi koncentro-
vany roztok jodu v 5% jodkaliu, a odbarvovaci tekutina;

Anilinovy olej,
xylol aa part. aeq.
Rez zredukovany (po chromogen-kyseling) se dva-

krate vypere ve vodé, polozi na podlozni skélko, kde se
fadné rozprostfe; voda se rychle papirem vyssaje a na
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fez nakdpne methylova violet. Zbarveni nastane oka-
mzZité. Barva se papirem na fez pfiloZzenym odstrani
a na tento nakdpne se jod-jodkalium, ve kterém fialovy
fez ihned zhnédne. Jod-jodkalium odstranime opét filtro-
vacim papirem, fez dobfe vysuSime tim, Ze naft poloZime
nékolikrate sloZzeny filtracni papir, ktery pfFitlacime na fez
a prejizdéjice nékolikrate prstem po papife, odstranime
Gplné vSechnu vodu z fezu. Na vysuSeny fez nakapeme
anilin-xylol, ve kterém se fez pocCne odbarvovati. Smés
oleji vyménujeme tak dlouho, pokud se tekutina barvi,
naCez prelijeme fez Cistym xylolem a montujeme do ka-
nadského balsdmu. Byl-li fez FAdné obarven, tu nalezneme
vldkna ncuroglie modra, t€lo bunék Zluté, jadra bunécna
tmavé fialovad. Vazivo ma zlstati Gplné bezbarvé. Me-
thoda ta jest dosti obtiznd a zaroven nejista. Jak autor
sam udava, hodi se jen pro lidsky material, nikoliv vSak
pro material zvifeci.

Impregnace chloridem zlatnatym.

Periferni nervstvo, zakonéeni nervid ve svalech, v epi-
thelu atd., jest mozno impregnovati solemi zlata, kde
se zbarvi hlavné osové valce nervl s pochvou dfefiovou,
jakoz i vlakna bez pochvy dfefové. Soli zlata, jichz
moZno pouZiti, jsou rGzné;, zifidka pouziva se C¢istého
chloridu zlatnatého AnClz. Pouzivany chlorid zlatnaty
jest podvojna krystalicka sl s pfisadou kuchyiské soli,
ktery ma asi 25% kovového zlata. Aurum cbloratum
fuscum (AuClz + 7720) ma asi 53%, Aurum chloratum
flavum (AuCJz H + 4H2) 48% kovového zlata. Tyto
preparaty nemaji obsahovati zZadné kuchyfské soli, jen
vodu a kyselinu solnou.

VeSkeré vSak t. zv. Cisté soli zlata, jak v obchodé
pfichdzeji, maji vice neZ 14% soli kuchynské.

Methoda impregnace spociva hlavné na redukci
chloridu zlatnatého v kyselém prostfedi. Udaje, pokud
se tykaji druhu kyseliny, jakoz i koncentrace, jsou velice
rizné.

Rovnéz jsou rdiznd minéni autorl o tom, zda dluzno
k impregnaci solemi zlata pouZiti materidlu Gplné Cerst-
vého, ¢i pouZziti materialu ponékud odumf¥elého.

Drasch (Zeitschr. f. wissensch. Mikrosk.) uvadi
ndhled, Ze jest nejlépe pouZziti materialu, ktery alespofi
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24—48 hodin po odumfeni lezel ve chladu, a mysli, Ze
pravé vytvofeni se kyselych reakci v organu posmrtné
ulozeném, pfFipravi se material tak, jako se déje vlozenim
Cerstvého materialu do rdznych organickych i neorga-
nickych kyselin.

NejstarSi pfedpis jest od Ranviera, ktery pouZil
§tavy citrénové.

1. Stava citronova, 2. chlorid zlatnaty, 1 gr. do
100 ccm vody destili., 3. kyselina mravenc¢i, 25 ccm v 75 ccm
dest. vody. Stava z citronu vytlagena se procedi a do ni
vlozi sc material, na pf. kousek pFiéné pruhovaného
svalstva as na 5—10 minut; potom oplachne se rychle
v dest. vodé a vlozi do 1% vodniho roztoku chloridu
zlatnatého, kde ponecha se 20—30 minut, totiz tak dlouho,
az se objekt zbarvi citronové Zluté, naéez se pfFenese
do rozfedéné kyseliny mravenci ve vodé 1 : 3. V této
ponechdme material as jeden den (ve tmé!), po kterézto
dobé nastala redukce zlata. Material se zbarvi rdzové
neb fialové modfe, vldkna nervova jsou temné fialova.
Material mozno utvrditi v lihu a obvyklym zpdsobem
zhotoviti trvalé preparaty, neb uloziti do glycerinu a
rozvlakniti.

Conheim:

1. Chlorid zlatnaty lg
voda dest. 2000 ccm
kyseliny solné 30 kapek.

2. Alkoholu 90% 50 ccm
kyseliny mravenc¢i 50 ccm

Material ulozi se nejdfive do roztoku chloridu zlat-
natého, az se zbarvi do Zluta, naéez se ihned pfFenese
do alkoholu s kyselinou mravenci, kde dojde k redukci.

Lowit:

1. kyseliny mravenc¢i 50 ccm,
vody dest. 50 ,,

2. chlorid zlatnaty 1lg
vody destil 100 ccm.

Malé kousky Cerstvého materidlu vlozi se do kyseliny
mravenéi (1) a ponechaji se v ni tak dlouho, aZ jsou pr0-
svitné, nacez se vlozi do (2) chloridu zlatnatého, nechame
je na tmavém misté as 15—20 minut, a pak je pfeneseme
do 1 roztoku Kk redukci, kde se ponechaji as 24 hodin
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naCez se k dalSi redukci pfenesou do koncentrovaného

roztoku kyseliny mravenci. Prohlizime trhané preparaty
v glycerinu.

K G hne vklada material do tekutin jako liowit,
ale redukuje ve smési:

glycerin 50 ccm
voda dest. 50 ccm
kyselina mraven¢i 20—25 ccm,

Ranvier:

1. chlorid zlatnaty 19
voda dest. 100 em
kyseliny mravenci 25 ccm

2. voda dest. 100 CCM

kyselina octova ledova 10 kapek.

Smés 1. se vaFi, nateZ se nech& vychladnouti; do ni
vlozime mensi kousky materidlu a ponechame je tam
tak dlouho, aZ jsou prlsvitné a zeZloutly; potom je pfe-
neseme do (2) slabé okyselené vody, kdeZz nastane za
1— 2 dny redukce (zbarveni éervenomodré.)

Pritschard udavéa velice dobrou redukéni tekutinu:

Amylalkohol 1 ccm
kys. mravenci 1 ccm
voda deStil. 98 ccm.

Jinych ptedpisl redukénich tekutin nalezneme jesté
velkou Fadu; tak pouzivd se slabého roztoku kyseliny
solné, kyseliny Stavelové nebo kyseliny chromové 1 : 5000
aZz 1 :10.000; kys. arsenové a j. vice. Z uvedeného vy-
svitd, Ze mozno pouZziti po Zlutém =zbarveni preparatu
chloridem zlatnatym rlznych redukénich tekutin, které
musi obsahovati vzdy néjakou kyselinu. Jak uvedeno,
tato impregnaéni methoda jest velice nejista, le¢ povede-li
se, dava velice pouénych preparatd.

Avsak znacné lepSich vysledkd v barveni osovych
valcl, pribéhu vldken nervovych bez dfené a jich za-
konceni, obdrZzime tak zvanou methodou E hrlicho-
v ou; je to barveni vlaken nervovych za Ziva methy-
lovou modfi.

Ehrlich zavedl nastfikovani cCisté methylové modfi
rozpuSténé ve fysiologickém roztoku do cev, natez vy-
Setfoval za Cerstva a nalezl vldkna nervovd, vlastné jich
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osové valce, intensivné modfe zbarvena. Jako kazda jina
methoda, tak i tato doznala ihned mnoho modifikaci
a zaroven bylo prokézano, Ze neni to skute¢né barveni
za ziva, nybrz, Ze mozno i po smrti, pokud material jest
Cerstvy a pokud nepfiSel do styku se Zadnou jinou teku-
tinou: vodou, alkoholem atd., barveni toto se zdarem
provésti. Pokud koncentrace barvy se tyCe, jest udano
velice mnoho rdznych predpistd. N&ktefi autofi pouZivaji
velice koncentrovanych, jini opét velice zfedénych roztokd.

Iv injekci za Ziva pouzitda modf musi byti Gplné Cista
bez chlorzinku, tak zvanad medicinskd modf methylova,
a nejvhodnéjsi roztok k vstfikovani jest asi tento:

Cisté medicinské methylové modfi 1 g
0% % roztok soli kuchyfnské 200—300 ccm.

Po vstfiknuti do cévy necha se material leZeti as
Yz—1 hodinu na vzduchu, po kterézto dobé moZno pak
za Cerstva materidl prohlizeti ve fysiologickém roztoku,
nebo v humor aquaeus, nebo i v jiné indiferentni tekutiné.
Prohlizime timto zplsobem barvené tenké blany nebo
preparaty trhané. Nutno uvésti, Ze s pocatku vidime
velice krdsné zbarveny elementy nervové v preparatd
pod krycim sklickem ulozené, avSak po kratké dobé se
UpIné, témér pfed oCima, barveni ztraci; pozvedneme-li
kryci skélko a nechame-li preparat volné na vzduchu,
lové modfi mozno jen velice nesnadno udrzeti. Jako
fixaCni tekutiny pouzivase pikranu animonatého,
kde zméni se barva modrd do hnéd& aZz cernd, avsak
preparaty nikdy nejsou tak pékné, jako na Cerstvém ma-
teridlu. Ilodlame-li zachovati preparat pro delSi dobu,
vkladame material do smési glycerin-pikranu ammonatého
a pak uschovame v Cistém glycerinu.,

Kreibisch Iv. (Berliner Klim. Wochenschr. 1913).
Rongalitova bél (Rongalit weis) Unnou zavedena jest smés
redukované methylové modfe rongalitem a ma velikou
schopnost barveni osovych valci. Jest mnohem lepsi nez
samotnd methyl, modf Ehrlichova.

Roztok 0-5—o0*% % barvi jemna vldkna. Vstfikne-li se
tento roztok do veny usni u kralika, moZzno za 10—60
minut prohliZzeti Cerstvé zhotovené Ffezy, kde jsou vlakna
nervova a osové valce zbarveny. 2 cc 1% roztoku na-
stfihnutého do dutiny bfidni, vykazuji za 1 hodinu dobfe
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zbarvené nervy. Rohovkové nervy mozno posmrtné zbar-
viti, vloZime-li rohovku do roztoku 0-3% (asi tfi kapky
na 50 cc NaCl). Nastfikneme-Ili Zabé intravitalné do bficha
0-5—1% roztok, najdeme pfi vySetfovani dobfe zbarvené
nervstvo. Konservovati mozno v 5% vodnim roztoku
Ammoniummolibdenatu, doba tvrzeni jest as 30— 60 minut,
pak se preparat vymyje ve vodé a pfenese pfes alkohol
a xylol do paraffinu.

1) ogiel (Arch. f. mikr. Anat. 1890) uvadi, Ze ne-
tfeba injikovati za Ziva, nybrz vklada material do slabého
roztoku 215% methyl, modfi, rozpusténé bud v kuchynské
soli nebo v humor aquaeus na 10—15 minut, necha leZeti
volné na vzduchu; vét§i kousky ponecha delsi dobu
v barvé. Preparat konservuje se v pikranu ammonatém.

Dobrych vysledkl obdrzime pfi barveni nervstva
u bezobratlovych, kdez moZzno celd zvifatka vloziti do
slabého roztoku modfi ve vodé, neb pro mofskou faunu
v mofiské vodé. Apathy pouzivda k barveni nervovych
vldken, uzlin i gangliovych bunék u pijavek vodného
roztoku modfi v y2 aZz y3 % soli 1 : 1000 aZ 1 : 10.000.

V koncentrovanéjSim roztoku necha material as 10 minut,
ve slab$im as 1 hodinu. Po zbarveni opird preparat v solné
vodé a fixuje pikranem ammonatym.

Jest velice téZko obdrZeti z takto zbarveného mate-
ridlu fezy, a Zadnad z rlznych method se neosvéddila.
Parker fixoval v sublimatu, pak postupné sublimét
alkohol. Jest nutno vySetfovati pouze za Cerstval

DluZzno jeSté uveésti, Zze methoda tato nedava jen
Cisté zbarveni nervstva, mnohdy jsou i jiné elementy
zbarveny, jako cévy, hladké svalstvo atd., ba mnohdy
obdrzime obrazy, které jsou uUplné shodné s preparaty,
které byly impregnovany dusi€nanem stfibrnatym, na pfF.
hranice epithelovych bunék -atd. S. Mayer ukladal
rohovku do meth. modfi a pak fixoval v pikranu ammo-
natém a obdrzel t. zv. negativni obraz bunék v rohovce
jako po stfibre.

Elasticka tkan.

Jest velika fada riznych pfedpisd na barveni t. zv.
elastické tkané; Martin otti v (Zeit. f. wissensch.
Mikr. 1887 sv. 4.) uvadi velkou fadu rlznych zbarveni;
sdm udava barveni safraninem. Fixuje materidl v 0*5%



174

chromové kyseling, po vymyti barvi v celku silné kon-
centrovanym safraninem: 5 g safraninu na 100 cc absol.
alkoholu a 200 cc vody.

V barvé ponechd maly kousek 48 hodin a déle, nacez
po vyprani ukladad material do alkoholu a fezy z volné
ruky bez zaliti hotovené pfenasi pfes Febickovy olej do
kanady. Methoda tato dava pékné obrazy, jest vSak dosti
obtizna.

Pozdéji byly uvedeny mnohem jednodu$si methody,
na pf. barveni orceinem a fuchsin-resorcinem.

Unna. 1 g orceinu rozpusti se ve 100 cc alkoholu
a k roztoku se prida 1 cc kyseliny solné. Rezy vloZi se
do této barvy, kterou zahfivame na 30° C, pfi ¢emZ odpafi
se alkohol a barva zhoustne, Itezy vyperou se dlkladné
v alkoholu, az nepoudtéji jiz barevnych vlo€ek. Elastickd
tk&n zbarvi se temné hnédoécrvené, kollagenni vazivo
svétle hnéde.

Tanzer. Tato methoda jest podobna Unnovc.
Orcein 0-5 g, alkohol abs. 40 cc, voda dest. 20 cc, kyseliny
solné 10 kapek, llezy ponechaji se od 1 -24 hodin, nacez
sc odbarvuji ve smési: alkoholu 05% 20 cc, vody dest.
5 cc, kyseliny solné 0-1 cc, a to tak dlouho, az neodchazi
jiz zZadna barva. Kontrastni zbarveni jader provadi se
bud kamencovym karminem nebo modfi (tolluidin, poly-
chromova modf a j. v.).

W eigert dv elastin. Pfiprava tohoto barviva jest
dosti obtiznd a proto doporuc€uje se barvivo koupiti jiz
hotové. Pfedpis pfipravy je tento: 200 cc dest. vody,
4 g resorcinu a 2 g fuchsinu se vafi; za varu pfid4d se
25 cc liquor ferri sesquichlorati a vafi se jeSté as 3 minuty,
naceZz se barvivo nechd vychladnouti. Po vychladnuti
roztok sfiltrujeme; na filtru zlstala vazka sraZenina,
kterou rozpustime za varu (na vodni lazni) ve 200 cc
alkoholu 94%; vafime as 5—10 minut, nechdme schlad-
nouti a pFfiddme k barvivu tolik alkoholu, abychom
obdrzeli opét po vypafeni objem 200 cc. Konetné sc
pfid4d 4 cc kyseliny solné. Obdrzime barvivo temné écr-
venohnédé.

Rezy vlozi se z alkoholu do barvy na 5— 10 minut,
nacez se odbarvuji libovolné dlouho v alkoholu; elasticka
tkan zbarvi se temné modfe, v3e ostatni z(lstava témeér
nezbarveno. Kontrastni zabarveni provadi se bud pi-
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kochenillou, karminkamencem atd. Je-li barvivo spravné
pfipraveno, pak je tato methoda GUplné spolehliva.

Kontrastni zbarveni mozno provésti pfed barvenim
elastické tkané.

Z4dna z ostatnich method jako Mallory, Lustgarten,
Manchot, Schiitz a j. nemohou se srovnati se spolehlivou
a jistou methodou Weigertovou, proceZz jich ani neuva-
dime.

Kollagenni vazivo barvi se nejlépe methodou
van Giesonovou (viz nize). Vazivo kollagenni
zbarvi se Cervené.

Unua Barveni kollagennich vlaken
po Zenkerové tekutinég.

Kysely fuchsin-anilinova modf-oranz. 1% roztok ky-
sel. fuchsinu rozfedi se 10 az 20 dily vody. llezy se as
1—3 minuty barvi, naéez se oplachnou a vlozi do l-/0
roztoku fosformolybdenové kyseliny na 1 minutu. Po
vyjmuti oplachnou se fezy didkladné v destil, vodé,
aspon 2krate vyménéné, a ulozi se do vodného roztoku
smési anilinové modfe 0-5 g a goldorange G2.0 gr., Sta-
velové kysel. 2.0 gr., destil, vody 100 kde se fezy pone-
chaji 2— 20 minut i déle. Po zbarveni dlikladné odvodnit.
Ku zbarveni jader mozno predbarviti lithiovym karmi-
nem. Kollagenni vldkna jsou jasné modrd; amyloid,
hlen, hyalin, fibrin, protoplasma, elastickd vldkna, osové
vélce, neuroglia, zbarvi se Cervené, krvenky a dfefi nervd
Zluté. Rohovina sviti Cervené.

Velice zajimavé jest udadni v. Mdéllendorfov o
ktery uvadi ve své préaci, Ze pfevrati-li pofad, totiz od-
barvi-1i napfed udanou smési barev a pak vlozi Fezy do
kys. fosformolybdenové, Ze dostane Uplné pfevracené zbar-
veni.

U n na. (Monatshefte f. prakt. Dermatologie XXXIV,
1902). Differencialni barveni kollagenu od substance
hladkych svald.

Orcein 1 a
Vodni modf 025 2
Alkohol 60*0 ccm
Glycerin 10 0 CCM

Voda dest. 200 ccm.
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Rezy z materialu, ktery byl fixovan ve smésich chro-
movych soli, barvi se nejméné po s hodin v udaném roz-
toku. Odbarvuje se nakyselenym alkoholem. Odvodni
se absol. lihem, prosviti se olejem a montuje do kanadské
pryskyfice.

Ml cin (hlen) barvi se nejlépe v Fezech thioninem.
Jadra bunék modr4a, mucin é&erveny.

Unua barvi fezy v polychromové modfi as 1 mi-
nutu i déle, odbarvuje v nakyselené vodé a prfenese fezy
na y2 minuty do 10% vodniho roztoku dvojchromanu
draselnatého, vypere ve vodé a pres alkohol, xylol uklada
do kanady; mucin se zbarvi ohnivé fialové, vazivo modfe.

Ilyaiin. Rezy barvi se v 2% vodnim roztoku
magenta (éervend) — nebo v kyselém fuchsinu as 5 mi-
nut, vyperou se ve vodé a pfenesou do koncentrovaného
roztoku ,,vodni modf-tannin“, po 5 minutach se operou
ve vodé a pres alkohol a xylol ukladaji se do kanady. Va-
zivo zbarvi se modfe, hyalin éervené.

Fibrin barvi se rGznymi barvivy, na pf. hae-
matoxylinem, eosinem, v. Giesonem atd. Nejlépe vsak
jest, pouzijeme-li specielniho barviva dle Weigerta.
Barvime as 10 minut gentianovou violeti s anilinovou
vodou, napotom vypereme preparat ve vodé a osuSime
filtranim papirem. Po osuSeni nakapeme na preparat
L ugollvroztok, ktery nechame as y2 minuty plsobiti,
pfi éemZ modfe zbarveny preparat zhnédne; tento roztok
nahnutim skélka odstranime a opét papirem vysuSime
a odbarvujeme smési anilinového oleje s xylolem 1 :2
tak dlouho, az Zadné barevné oblacky z preparatu ne-
vystupuji. Je témeér vzdy nutno preparaty, které maji
byti Weigertovou methodou barveny, pfedbarviti bud
koSenilou nebo kamencovym nebo lithiovym karminem.
V tom pfFipadé jsou jadra zbarvena éerveng, fibrin (po pfi-
padé bakterie) modfe.

Fraenkel doporuéuje Best (v karmin pro bar-
veni fibrinu, ktery se pfipravi takto:

Karmin Naccarate 0*5 gr
Ammon. chlorat. 1-0 gr
Lithium carbon. 0-25 gr

po dikladném rozetfeni déa se smés do 25 ccm vafici destil,
vody. Po vychladnuti se pfid4: Liquor ammon. caustic.
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10 ccm a druhého dne se filtruje. Prepardty musi byti
fixovany a tvrzeny v absol. alkoholu.

Pridkaz zeleza v Ffezech. (Stoeltzner-Zen-
tralblatt f. allgem. Pathol. 1010.) Materidl fixujeme
piimo v alkoholu. Rezy barvi se po 5 minut v 1% ferro-
cyankalium s pfidanim malého krystalku fcrricyankalium
a 1 kapky kyseliny solné. Rezy propiraji se v destil, vodé
a zabarvi se kamencovym karminem. Pfes alkohol a xylol
ulozi se do kanad, balsamu.

Barveni tuku.

Vedle uvedenych reagencii a barveni na tuk (viz
kyselinu osmiéelou, tvrzeni tekutinou Flemingovou atd.)
obdrzime velice péknych preparatld po zbarveni Suda-
nem [IIl.

Preparaty mohou byti fixovdny pouze ve smésich,
které nerozpou$téji tuk, na pt¥. v Millerové tekuting, v te-
kutiné Flemingové, v kys. chromové, ve formolu atd. Nej-
Iépe, zhotovime-li fezy po zmrznuti; Ffezy zbarvime nej-
dfive haematoxylinem, differencujeme ve slabé nakysele-
ném alkoholu, vymyjeme ve vodé a pfeneseme na 5 minut
do koncentrovaného roztoku Sudanu |IIl. v 90%
alkoholu, potom promyjeme vodou a montujeme do gly-
cerinu. Jadra bunék jsou zbarvena modfe, tuk i ty nej-
mensi kapénky jsou éervené.

Okajima barvi tuk vytazkem cervené z capsicum
(Spanélsky pepf). Cela vrstva z perikambia Gplné zralych
plodl capsicum se extrahuje v lihu 95% a pak se odpafi
as 0 s objemu. Rezy po zmrznuti z formolu nebo dvoj-
chromanu dras. se barvi as 5 minut, pak se vyperou nej-
dfive v 80% lihu, nato v destilované vodé a potom uloZi
do glycerinu.

Krevni suSené preparaty a jich barveni.

Velmi ddlezitou Glohu ve vy$etfovani klinickém a
pathologickém maji nalezy rlznych utvarl krvinek ru-
dych, hlavné vsSak datvarG lymfoidnich, pokud se tyéc
velikosti a rlznych granulaci. PF¥i granulacich pfihlizi
se ke granulacim t. zv. acido- a basophilnim. Histologické
vySetfeni krve za Cerstva (t. zv. nativni preparaty) jest
velice nesnadné, ackoli veSkeré Gtvary a zmény krvinek

Rejsek, Mikroskopicka technika. 12
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rudych, jakoz i rlzné Uatvary lymfoidnich elementd,
i pokud se tyée rliznych granulaci, jsou velice zfejmé,
pfece jest mnohem snazsi a Ize se i mnohem rychleji orien-
tovati na prepardtech suSenych. Na kapku krve, ktera
se pichnutim do naprosto Cisté kdze prstu objevi, pfi-
lozime Cisté kryci skélko a na kapku na sklicku poloZzime
opatrné bez tlaku sklicko druhé, které, jakmile se krev
mezi obéma kapillaritou rozprostfela, stdhneme rychle
stranou. Na obou skélkach z(stava pfiblizné stejnomérné
rozdélena krevni tekutina, kterou nechdme na vzduchu
uschnouti, coz se stava po kratké dobé. Preparaty takto
ziskané mozno ma dlouhou dobu, kdyZ jsme jich dobfe
oznacili, uschovati a je potom bez dalSiho fixovani barviti.
Dle nékterych Gdajl barveni jest nutno preparaty krevni
fixovati, a to bud horkem (120° C), nebo methylovym
alkoholem nebo i ethylalkoholem absolutnim, acetonem,
alkohol-étherem atd. Fixace dle Weigenreicha:
do sklenéné nadobky nalije se as 5 cc 1% kys. osmicelé
a pfida se 10 kapek kys. octové. Cista skélka kryci vloZi
se do par osmiovych az na 5 minut; na takto pfipravena
skélka natfe se obvyklym zplsobem krev, naceZ se daji
opét do par osmium-octovych. Po 1 minuté jest fixace
provedena. Potom osuSi se skélka nad plamenem, a vy-
chladla vlozi se do slabé fialového roztoku hypermanganu,
operou se ve vodé a ususi. V literatufe je neséetné mnoz-
stvi method barveni krevnich preparatd, avSak udavame
jenom ty, které se nejlépe osvédCily. Nutno vSak varovati,
abychom necinili z ndlezd, kde se bud elementy nezbarvi
nebo nastane jiné zbarveni, neZ methoda ta neb ona udéva,
néjakych zvlastnich konklusi, nebot ani jedna ze v3ech
method neni naprosto spolehlivd a jistd, a sebe mensi
Gchylka, kterou nemozno vibec postfehnouti, jest schopna
podati naprosto Gchylnych obrazd.

Barveni krevnich preparatld jest bud jednoduché,
totiz barvime pouze jedinou barvou nebo po jedné (modre)
barvé nésleduje zbarveni jiné (Cervené), nebo barvime
smési barev jiZ pfedem pfipravenou.

Pro prvni orientaci o mnozstvi lymfoidnich a po-
dobnych elementd v krvi slouzi nejlépe zbarveni hae-
matoxylinem; jadra bunék a mnohdy plasma urcitych
bunék jsou zfetelné zbarvena, krvenky rudé bezbarvé.

Jedno z nejlepSich barviv jest methylova mod 5
a to jeji 1% vodny roztok, nebo barvi se kratce L ofle-
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rov ou modfi methylovou (100 em 1% roztoku ziravého
louhu pfidanim 30 ccm koncentrovaného alkohol, roztoku
methyl, modfi). Haematoxylin-eosin. Barvime
Ehrlichovym kyselym haematoxylinem (as 5—10 minut),
kdyZz byly su3ené krevni preparadty as po tfi minuty fi-
xovany methylovym alkoholem, kde pfedchéazelo zabar-
veni eosinem (%% eosinovy roztok v 70% alkoholu).
Barveny preparat vymyjeme, osuSime filtraCnim papirem
a ulozime do kanadské pryskyfFice.

Barveni methylovou modfi a eosinem. Bar-
veni toto dalo plvod velice riznym methodam; uziva
se eosinu jako barvy kyselé, methylové modfi jako ba-
sické. Preparaty fixuji se bud v teple 120° C nebo v me-
thylovém alkoholu a barvi se asi 5 minut v 0-5% eosino-
vém roztoku v 70% lihu, naCez se omyji, osuSi nad pla-
menem a barvi se vodnim 1% roztokem methylové modfi.
Barvi-li se pFili§ dlouho methylovou modfi, tu ztréci se
zbarveni eosinové.

Barveni dle v. Miillera. Nutno pfipravit! si roz-
tok eosinovy a to y2% roztok alkoholicky (70%), dale
vodovy 14% roztok methylové modfineboEhrlichovy
modFi. Preparaty nutno fixovati v methylovém alkoholu
nebo ve smdési stejnych dild acetonu a methylalkoholu.
Aniz se preparat z tekutiny omyje, vlozi se do %% roz-
toku eosinu alkoholického a barvi se 3 minuty a po omyti
vloZzi se do Cerstvé pFipraveného roztoku: 20 kapek %%
vodového roztoku methylové modfi, 10 kapek %% roz-
toku eosinu v 70% lihu, kde se barvi as % minuty. Po
omyti nutno rychle nad ohném ususiti, nesmi se vSak
preparat ,,pfipaliti“. Po sprdvném barveni jsou jadra
bunék modra, eosinofilni granulace cervené, neutrofilni
tmavocCervené, basofilni granula nezbarvena.

Jennerova methoda. Pfiprava tohoto barviva
jest dosti obtizna, proto jest nejlépe pouziti jiz hotového
roztoku. Na vzduchu fixované preparaty barvi se as
2—3 minuty, operou se ve vodé a nechaji na vzduchu
oschnouti. Vedle krvenek barvi se velice distinktné i gra-
nula, hlavné basofilni, ktera za jinych method se nebarvi.
Podobna je methoda May- Grinwaldova. MoZno
barviti prepardty na vzduchu fixované 2 minuty az 24
hodin. Po obarveni se operou v dest. vodé a susSi na vzdu-
chu. Erythrocyty jsou jasné cCervené, jadra tmavomodra,
acidofilni granula temné cCervena, basofilni temné modra.

12*



Giemsa, azurové barveni. Preparaty fixuji se
v ethylalkoholu % aZz y2 hodiny nebo v methylovém
alkoholu 5— 10 minut. Zé&kladni barvivo se rozfedi, a to
do 1 cc vody 1 kapka barviva; preparaty se ponechaji
v barvé as 34— 34 hodiny; ohfati barvy na 30—40° C
urychli barveni. Preparaty omyjeme dest. vodou, osu-
Sime a uloZime do kanadské pryskyfice. Barveni toto
pred&i vétsinu rliznych udajd, jako Romanovského
barveni, které jest velice obtizné, ponévadZz nutno bar-
viti dvéma roztoky v naprosto urcitém pomeéru; jinak po-
vstivaji sraZzeniny,

Ciechanovski. Barveni kapilar Zluéo-
vodin Weigertovou metliodou na myelin.

Malé kousky jater fixuji se ve 2—4% formolu, as po
dva dny, nacez se odvodni alkoholem a zaliji do celloi-
dinu. Rezy velice tenké (5—10 /i) vloZi se do mofidla,
a to: 0-5% kys. chromové as na 2 hodiny. Po vymyti
vloZzi se Fezy do octanu meédnatého (nasyceny roztok,
ktery mozno aZz na y2rozfediti) na 5—12 minut. Promyté
fezy vlozi se do Weigertova haematoxylinu, kde po obar-
veni (po vytvofeni laku chromomédnatého) odbarvuje
se Weigertovou tekutinou (borax — &ervena krevni sdl).
Preparaty do Seda zbarvené jest nutno z tekutiny vy-
jmouti, dikladné vymyti a montovati pfes xylol do bal-
samu. (Methoda dosti nejistad, po dobrém obarveni dava
vSak velice nazorné obrazy.)

Barveni FezU organd lymfoidnich a krvetvornych.

Uzliny lymfatické, slezina a dfen kostni fixuji se
v rliznych fixaénich prostfedcich (Mdaller-formol, Mdller-
osmium, Zenkerova tekutina, pikrovd kyselina atd.), za-
liji do paraffinu a hotovi se velice jemné (5 fi) fezy. Vedle
obycejnych barviv mozno pouZziti na barveni gran ul
v buiikdch rGiznych method. Ehrlichiv triacid:
po fixaci v sublimatu barvi se po 5 minut, po rychlém
oprani fezd differencuje se v slabém roztoku kyseliny
octové (1 :3000), naCeZ se preparat odvodni, vyjasni v xy-
lolu a uzavfie do balsdmu.

Sternberg barvi jemné paraffinové Fezy po fixaci
v alkoholu v roztoku Giem sa (0*4—0-5 cc zdkladniho
barviva na 20 cc vody) po 24 hodin. Preparat oplachne
se ve vodé a differencuje v 34% kys. octové, kdez od-
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chazeji modravé vlotky a Fez Eervend. Rez osusi se fil-
tranim papirem, necha se jen po kratkou dobu v alko-
holu, kde ponékud zmodra a uloZi se pfes xylol do balsamu.

Schride barvi po fixaci Muller-formolu v roztoku
Giemsa (2 kapky na 1 cc vody) po 20 minut. Oplachne
fez ve vod¢, osudi filtraCnim papirem a vloZi jej do abso-
lutniho Cistého acetonu na 1 minutu; v acetonu nesmi se
barva extrahovati. Z acetonu pfenese fezy do xylolu a do
balsdmu.

Granula v bunkéach.

Oxyfilni granula barvi: Locle (Centrbl.
f. Path. 1911) takto:

a.-naphtoli 19
Glycerini 2 ccm
Kal. hydrooxydat. 25% 1ccm

se rozpusti a pfidd 10 ccm vody. Na Fezech z Cerstvého
materialu po zmrznuti barvi se granuala leukocytl &erné.
Mozno k roztoku pfidati eosin neb methyl, modf. Barvi-
me-li 24 hodin, barvi se i ostatni granula. Pro preparaty
ze sleziny jest Iépe pfFidati gentianovou violet.

Martinotti. Rczy zparaffinu, nalepené na podloz-
nim skélku a zbavené paraffinu, poleji se jen tolik, aby
se pfikryly: May-Grunwaldovym roztokem barvi
se asi 1 minutu. AniZz se barvivo odstrani, nalije se na
preparadt destil, voda, ale tak opatrné, aby nepfetekla
pfes skélko. Barvime dale as po 2 minuty. Pak odstra-
nime barvivo, aniz preparatoplachneme a nakapeme
na fezy roztok ,Giemsa" (1 kapku barviva na 1 ccm
vody). Rezy omyjeme, osuSime filtraénim papirem,
rychle je proneseme absol. alkoholem a pfes xylol montu-
jeme do kanadské pryskyfice. Tohoto barveni moZno
pouziti po rdznych fixacich, hlavné vsak po smésich se
sublimétem.

Na preparate jsou zbarvena jddra modfe, eosinofilni
buiiky Sarlachové cervené, neutrofilni a Zirné bufiky
fialové.

Panchrom pikrinova methoda pro
organy haemopoctické dle Pappenhei ma.

Organy fixuji se v tekutin€ Ort hov ¢ neb Zenker-
H ¢ 11y h o, nebo ve smési nékteré z nich s kyselinou
osmicelou. Paraffinové Fezy barvi se nejdfive asi po 5 mi-
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nut ve zfedéném roztoku May -GrlGnwaldové
1:3a prenesou se bez omyti do zfedéné smési pan-
chromatické:

Methylova modf 1 g
Tolluidinova modf 0-5 ¢
Azur 1. 1 g
Methylova violet 0-5 ¢
Eosin 0*75 g
Methylalkohol 250 ccm
Glycerin 300 ,,

Aceton 50 ,,

Z tohoto roztoku pFipravime barvivo tak, Ze k 20 ccm
vody pfidame 10 kapek roztoku; barvime 20 minut,
fezy dlkladné opereme a vlozime do vodného roztoku
kyseliny pikrové 1% nebo do roztoku pikranu ammona-
tého 0-1% na tak dlouho, az GpIné z8ernaji. Pak se opét
dobfe operou. Zvlastni pozor musime dati pfi odbarvo-
vani ve smési alkohol abs. 1, aceton 1, xylol 12—16 dild.
Rezy osuSime filtr, papirem, naéez je dame do smési
alkohol-aceton-xylol, pak je vyjmeme, opét osuSime a
ddme je znovu do smési, kone¢né do &istého xylolu a do
kanadského balsdmu.

Fischer barvi fezy dvojité, a to nejdfive kamen-
covym karminem, ktery se differencuje v nakyseleném
alkoholu (4 cc kys. solné na 100 cc 70% alkoholu), opere
ve vodé a barvi dale po 1—24 hodin v roztoku: 30 cc
vody, 7 kapek kysel, octové 1 : 1000, 60 kapek roztoku
May -Grlnwaldova. Differencuje v kys. octové
(na 150 cc vody 1—2 kapky kys. octové), az vystoupi
jasné granula v bufikdch; po rychlém odbarveni v abs.
lihu ukladé fezy do xylolu a balsdmu.

Zieler barvi fezy po fixaci v Orthové nebo Zenke-
rové tekutiné 5 minut v 0*25% May-Grinwaldové roz-
toku, po oplachnuti v dest. vodé pfevede je pfes aceton do
kanadské pryskyfFice.

Butterfield barvi fezy z materialu fixovaného
v 10% formolu v Fidkém roztoku May-Grlinwaldové po
5—10 minut a odbarvi v absolutnim lihu.

Assman n fixuje material v Zenkerové tekuting;
fezy barvi po nékolik hodin v roztoku May-Grinwaldové,
differencuje 15 minut v 20 ccm vody s pfidanim 5 kapek
0-1% kyseliny octové. Odvodni v absolutnim lihu.
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Pappenheim fixuje v Zenkerové tekutiné s pfi-
danim 10% formolu; barvi 30 minut v roztoku May-
Grinwaldové pfi 37° C. Odbarvuje v slabé kys. octové,
potom aceton, alkohol.

H elly fixuje materidl v Zenkerové tekutiné po
24 hodin s pfidanim 5 % formolu. Vypira po 2—24 hodin
v tekouci a oplachne v destil, vodé. Rezy barvi v roztoku
May-Griinwaldové na polovic vodou zfedéném po 2—24
hodin, naéez diffcrencuje ve 100% lihu.

Ellerman n fixuje material (tenké, as 2 mm
tlusté platky) v tekutiné Ilclly-Maximové (viz tuto str. 61).
Rezy as 5/t silné pFedbarvi formol-eosinem (1% eosin ve
vodé 5 ccm, formolu 0*25 ccm) 15 minut, naéeZ barvi fezy
v roztoku May-Grinwaldové na polovinu vodou zfedéném
po 30 minut; pfenese do destillované vody na 5—10
minut, naéeZz diffcrencuje v 100% alkoholu po 2—4 mi-
nuty a pfes xylol ukladdd do kanadského balsamu.

Slabsi alkohol neZ 100% nedava dobrych vysledk.
Na dobfe zbarvenych Fezech jsou jadra intensivné zbar-
vena, reticulum a vazivo slabé modré, neutrofilni granula
jsou Spinavé éervend, eosinofilni syté Cervena; basofilni
granula temnémodrd. Erythrocyty a crythroblasty maji
protoplasma hnédé €ervené.

Oxydasy a peroxydasy.

Locle. (M. med. Woch. 1010 Folia haematolog.
1912.) Oxydasy-

I.Naphthol- Naphthol lg
Louh dras.25% 1 ccm
aq. dest. ad. 200

Barviti fezy zmrzIlé, fixované ve formolu.

Il. Naphthol- Naphthol 0*5 g
Louhdraselnaty 25% 10
Glycerin 20
Vody 100

Barvi se fezy, po fixovani ve formolu, zmrzlé; barvi
se jen granula.

Naphthol-Gentianova violet. Pouzije se barviva jako
Il. naphtholu, k tomu se pfidd 10 cc vodného roztoku
Gentianové violeti. Filtrovati dluzno pfimo na hodinové
sklitko, kam se fezy ulozi. Rezy fixované ve formolu po
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zmrznuti nutno barviti po 24 hodin. Dobarveni se provadi
vodnym roztokem eosinu.

Peroxyddsy-Unna.

Rezy nutno zhotoviti z Eerstvého nefixovaného ma-
terialu.

Methyolova modf 0-2
Rongalit 0-4

25% kys. solna 4  kapky
Vody dest. 10 CC.

Smés tato se za tepla rozpusti, do sfiltrované barvy
uklddaji se fezy z dest. vody sklenénou jehlou, kde se
ponechaji as 2 az 5minut. Nato vyjmou se sklenénou jehlou,
oplachnou v dest. vodé a ukladaji se na podlozni sklicko
do arabské klovatiny. Trvalé prepardty mozno zhotoviti
tim zplsobem, Ze obarvené a oplachnuté fezy vloZi se
do 10% molybdeftanu ammonat. a pfes alkohol xylol
ulozi se do pryskyfice.

Nékteré dllezitéjsi reakce botanické.

Buniéin a.

Buniéina zmodrd roztokem jodu v chloridu zineé-
natém. V kyseliné solné rozpusti se €isty zinek v nadbytku,
tento roztok odpafime na vodni lazni na hustou teku-
tinu. K 20—30 g pfida se 5— 6 g jodidu draselnatého
a 1 g jodu. Na reakci pouzije se jedné kapky.

Dfevovi na.

Dfevovina pozna se po reakci roztokem siranu ani-
linu, jimZz zeZloutne.

Roztok phloroglucinu v kyseliné solné zabarvuje
zdfevnatClé Casti €ervené (7 em kyseliny solné, & em al-
koholu, o1 g phloroglucinu).

Dfevovinu mozno prokazati na fezech téZ zbarvenim.

Dle Zimmermana barvi se tenké fezy as % hodiny
vodnym roztokem fuchsinu, pfenesou se na kratko do
kys. pikrové (zasobni nasyceny roztok kys. pikrové v al-
koholu 1 dil na 2 dily vody). Rezy ztemni, nato se v alko-
holu odbarvuji a pfenesou se pfes xylol do kanadského
balsému. Podobného zbarveni moZno dosici i jinymi
barvivy (safranin, kys. fuchsin gentiana viol, dle Gram-
ma atd.).
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Korek.

Jest celd fada chemickych reakci na prikaz zkor-
kovatélych stén bunécnych. Jod s kys. sirovou, nebo
roztok jodu v chloridu zineénatém zbarvi korek zluté az
hnédé. Necha-li se na fezy plsobiti Eau de Javelle po
1— 2 hodiny, zbarvi se pouZitim chloridu zineénatého
zdfevnatélé stény bunék fialové, zkorkovatélé pak Zluté.

Mame-li korek zjistiti barvenim, tu nutno pouZiti
tychZ barviv, jako pro tuky: Sarlachova &erveii, Sudan,
Alkanin a j. Sudan nutno rozpustiti ve stejnych dilech
alkoholu-glycerinu. Rezy polité barvou zahFeji se do varu
(alkoholu). Korek zbarvi se éerveng.

Dvojité zbarveni na dfevovinu a korek mozZno rlizné
provésti, na pf. barviti fuchsinem, nato kys. pikrovou
a dobarviti kamencovym haematoxylinem. Dfevovina jest
éervené, korek modfe zbarven; podobné barvi safranin-
anilinova modf a jiné kombinace.

Bilkoviny.

Bilkoviny se prokazuji v fezech barvenim dehtovy-
mi barvivy jako: fuchsin, methylova modF a j.

TFislovina.

TFislovina se pozna roztokem zelené skalice (vytvofi
se Cernozelené neb cernomodré sraZzeniny tandatu Zelez-
natého).

Pryskyfice.

Naprosto jisté methody na mikroskopické prokazani
pryskyfice nemame. Plsobi-li vodny roztok octanu méd-
natého po deldi dobu, nejméné 1 tydne (Iépe jest nechati
plsobiti jesté déle na pryskyfici), zabarvi se tato sma-
ragdové zelené. Barvu tuto i po vymyti v tekouci vodé
podrzi. Rezy mozno v slabém alkoholu konservovati a
potom uloziti do glycerin-gelatiny.

Této methody se dd pouziti pFfi vySetfovadni myko-
logickém.

Reakce nadSkrob a barveni Skrobu.
uzivd k ddkazu $krobu roztoku jod-jodkalia: 0-5 g jod-
kalia rozetfe v malém mnoZstvi dostihované vody s 2 g
jodu a po rozpusténi doplni se dest. vodou na 100 ccm.
Preperaty po jodové reakci nejsou stalé.

Prikaz 8krobu v chloroplastech a jinde moZno dle
Mayera provésti chloral-jodem; 5 g chloralhydratu ve
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2 g vody nasyti se jodkaliem. P¥i provadéni reakce pfida
se k roztoku nékolik krystal( ¢istého jodu. Chloralhydrat
prosviti dostatec¢né preparat, zrnecka Skrobu zbarvi se
modfe.

Barveni Skrobu.

Sucha zrnka $krobova moZno zbarviti tim zplsobem,
ze smichame Skrob s barvou, nechame opét uschnouti,
nato prfclcjeme pikrovou kyselinou neb velice slabym
roztokem kalcium-nitratu.

Fixovani preparatd, ve kterych hodlame prokéazati
Skrob, déje se nejlépe v roztocich a smésich chromovych
soli. Skoro veSkerd basickd dehtovéa barviva barvi rychle
Skrobova zrnecka. Zvlasté silné barvi gentianovd a me-
thylova violet.

Némec. (Ber. d. botan. Gessel. 1900). Fixovani
preparatd déje se kys. chromovou neb Flemingovou te-
kutinou, neb dle udani Némce: Nasyceny vodny roztok
kys. chromové 100 dilG, vody 200 dild, kys. octové led.
y2 dilin kys. sirové y2 dilu (pro jemné organismy jen 1/10
dilu). Rezy pfenesou se z vody na 10— oo minut do 2%
vodného roztoku taninu, operou se ve vodé as po 1 mi-
nutu, pak se pfenesou na 5—15 minut do mof¥idla %%
davivého kaménku. Konecné se as po 3 minutach vymy-
vaji v nékolikrate vyménéné vodé a vlozi se do barvy,
nejlépe gentianové violeti, na 30 min., naéez se vyperou
a odbarvilji v alkoholu tak dlouho, dokud vychézeji ba-
revné vloCky, naéeZz se pfenesou pres xylol do kanadské
pryskyfice. Skrob zbarven tmavé fialové; moZno pred-
barviti parakarminem neb Zelezitym haematoxylinem.



XI1. Injekéni methoda mikroskopicka.

PFi vySetfovani pribéh( a vztahd cev v rlznych
organech jest nutno cévy aZz do nejjemnéjSich kapillar
naplniti néjakou barevnou massou, kterd by toto studium
umoznila. Naplfiovani i téch nejjemnéjSich cev touto
methodou nazyvdme injekci mikroskopicko u
na rozdil od injekce makroskopické, kde jde pouze o na-
plnéni jen hrubSich vétvi cévnich, které mozno makro-
skopicky preparovati. Mikroskopickd injekce provadi se
vétSinou barevnou massou, kterd jest prlhiedna.
Nejobvyklejsi jest barva modrda pro venosni a barva
éervend (karmin) pro arterielni systém. V nékterych
pfipadech v3ak pouZijeme barev t. zv. opaknich, ne-
pruhlednych. Takto injikované ccvy studujeme
pfi dopadajicim svétle. Téchto barevnych mass uZijeme
jen ve zvlastnich pripadech, hlavné v korrosivnich in-
jekcich.

PFiprava barev pro mikroskopickou injekci.

Barva éervend — karmin. K mikrosko-
pickym injekcim pouzivame barev, které zdstavaji prd-
hlednymi; jsou to po vétSiné barvy pfimichané k tekuté
gelatiné. Pfiprava €ervené karminové massy injekéni jest
velice obtizna. DluZzno uvésti, Ze massa injekéni musi byti
tak pfipravena, aby barva nebyla z cev extrahovana,
jinak zbarvi nam celé okoli, a injekce jest nezfetelna.
V tom pfipadé Fikame, Ze barva diffunduje. V druhé Fadé
nesmi byti barvivo, které pfiddme do gelatiny, srazeno.
Pak jest injekce naprosto nevzhledna, vyplné cev jsou
neprihledné a zrnité.

Jiz z toho, Ze nalezneme v rlznych knihach velkou
fadu rGznych pfedpisd k hotoveni éervené barvy injekénf,
mozno souditi na obtiznou pfipravu jeji. Pfiprava jest
tato :

Urcité mnozstvi cistého suchého karminu, t. zv.
naccaratu, rozetfeme na misce na praSek, pipetou na-
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kapadme do ného &istého ammoniaku a michame sklenénou
ty€inkou. Ammoniaku dame tolik, kolik jest nutno, aby
se vSechen karmin rozpustil. Iv této husté barvé pfidame
tolik destilované vody, kolik nutno, aby barva zlstala
hodné syt4d. Barva tohoto karminu ammoniakéalniho jest
syté fialova.

Na velkou porculdnovou misku pfFipravime si Cistou
gelatinu, na kterou nalejeme destilovanou vodu, ve které
nechame gelatinu as y2 az 1 hodinu leZeti, aby se nélezité
promyla. Za tu dobu gelatina nabobtnd, po sliti pfeby-
te€né vody gelatinu ohfivdme tak dlouho, az se -
plné rozpusti. Do teplé tekuté gelatiny vlejeme za
neustalého michani sklenénou tyCinkou pfipraveny roz-
tok karminu. Karminem zbarvi se gelatina do tmavo-
gervené-fialova. Trochu karminu uschovdme do sklenéné
eprouvetty za pric¢inou dalSi kontroly. Je-li gelatina
dobfe s barvou promisena, tu pfistoupime k neutralisaci
barvy; v tom spoCivd hlavni vtip spravné pfipravy.
Kdybychom touto gelatinou, ze které jest dosud cititi
ammoniak, material injikovali, tu karmin diffunduje
UpIné z cev a celé okoli se zbarvi.

Pfipravime si 3—5% kyselinu octovou, kterou
nutno ammoniak neutralisovati; neutralisaci provadime
velice pomalu a opatrné. Gelatinu uschovdvdme ustavicné
ve stavu tekutém, a do ni pipetou nakapavame za ne-
ustalého michani pfipravenou kyselinu octovou. Jakmile
ukdpneme kyselinu do barvy, tu vidime, Ze na misté
kapky zméni se ihned tmava fialovd barva do barvy cili-
lové svétle cervené. Vkapujeme, jak jiz uvedeno, po-
malu kyselinu do barvy, pfi ¢emZz po kratSi neb delsi
dobé pozorujeme, jak méni se barva karminu a jak stavéa
se svétle Cervenou. S pocatku moZzno sice ponékud rych-
leji vkapovati, avSak pozdéji jiz jen velice opatrné. Cas
od ¢asu srovnavame rliznost a pfeménu barvy po kyseling
sonou zakladni barvou, kterou jsme si ponechali v eprou-
vetté. Nesmime zapomenouti, a s tim dluzno rovnéz
pfi neutralisaci poéitati, Ze neustdlym ohfivanim uniké
téz €ast ammoniaku. KdyZz pozorujeme, Ze se barva zmé-
nila na jasné Cervenou s nadechem do fialova, pfestaneme
vkapovati. Barva gelatiny nesmi se zméniti na barvu
svétle ¢ervenou, cihlovou, totiz na takovou, jakou pozoru-
jeme po kazdém vkapnuti kyseliny do gelatiny.
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Zineni-li se barva az do svétloCervena, pak jest srazen
karmin, ktery se ndm v mikroskopu jevi jako jemna
nebo hrub$i zrnecka. Barvy takové nemozno k injekci
upotfebiti. V tom pfipadé nutno karmin opét ammonia-
kem rozpustiti a pochod neutralisace znovu zapogiti. Je
zahodno, aby se sytost barvy, po pfipadé prvni poéatky
srazeni kontrolovaly mikroskopem. Za tim U0Celem pfte-
jedeme namocenou sklenénou tyCinkou v barvé po pod-
loznim skélku a prohlizime néatér pfi slabém zvétSeni.
Barva musi byti Cervena, stejnomérné prdsvitna, a i ta
nejmensi CésteCka musi byti dosti tmava.

Pfiprava této karminové massy je dosti obtizna.
Jest mozno obdrzeti jiz hotovou barvu v obchodé
s mikroskopickymi potfebami.

Néasledkem této velice obtizné prace, pfipraviti vhod-
né ¢ervenou massu k injekci, hledana byla odpomoc. Bylo
udano velice mnoho pfFedpisd, z nichZ nejlépe se osvéd-
Cuje pfiprava gelatinové massy dle udéani B. Krause
(Zeitschr. f. wiss. Mikroskop. XXVI. 1909.).

Gelatinové plotny mo€i se ve vodé tak dlouho, az
dikladné zbobtnaji, naceZ nutno vodu Ffadné odkapati.
K ulehéeni prace pouziva se plechové nadoby rozmérd
28X15X10 em, do které se vsunuje jind nadobka siténa
s drzadlem. Do nadoby této mozno vloziti asi 100 g suché
gelatiny.

Asi 50 plotének suché gelatiny vlozi se do sita, které
se ponofi s gelatinou do nddoby, naplnéné dest. vodou.
Asi po dvou hodindch, kdy gelatina Uplné zbobtnala, vyjme
se sito a voda se necha as y2 hodiny odkapovati.

K barveni gelatiny slouZi tento roztok: 100 g boraxu
rozpusti se v horké vodé dest. a do ného pfiddme za varu
15 g jemného karminu. Svafend barva nechda se pfes noc
ustati, pak se bez filtrovéani sleje. Barva vleje se do na-
doby a do ni vlozi se sito s gelatinou a ponechéa se tu 48
az 72 hodiny. Gelatinu vyjmeme, barvu nechame od-
kapali, naéez zbarvenou gelatinu vymyvame v tekouci
vodé tak dlouho, aZz prestane zbarvena voda odtékati.
Pfipravime slabou kyselinu solnou (2 %) v obyCejné vodé.
Do velké, ne pfilis§ vysoké kamenitohlinéné nédoby na-
lijeme kyselinu a ulozime do ni na nejvySe 5— s plotének
gelatiny, kterou za stadlého obraceni promyvame. Barva
pdvodné karmoasinovd prfechazi do tfeSfiové dCervené.
Gelatinu promyvéame tak dlouho, az se kysela voda jiz
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nezbarvuje. Jakmile se barva zménila, nutno ploténky
vyjmouti (jinak by se barva stala pfili§ svétlou) a vloziti
je do vody, ve které se y2az 1 hodinu dikladné promyvaji
za Uéelem odstranéni veSkeré kyseliny. Potom ploténky
vyjmeme a nechame po 3—4 hodiny stati, aby veSkera
voda odkapala. Ploténky mozno v chladu nechat vy-
schnout!, avSak je Iépe, dokud jsou nabobtnalé, ve vodni
lazni je rozpustit!. 1)o teplé barvy pfiddme kousek kafru
k zamezeni vzrlstu plisni.

Takto pFipravend barva jest velice dobrd, jest trans-
parentni, konsistentni a hlavné nedifunduje pfFi injekci.

Vodny roztok berlinské mod¥i bez gelatiny.

Nejjednodussi nastfiknuti cevstva obdrzime tim zpd-
sobem, Ze injekci provaddime koncentrovanou suspensi
berlinské modfi ve vodé s pfidanim néco malo glycerinu.
Berlinska modf srdzi se v cévach, pfilne Gplné ke sténam,
takZe po utvrzeni moZno docilit! dosti péknych preparatd,
kde jsou cévy, hlavné kapillary, dobfe vyznaceny. Jednu
vadu ovSem takové preparaty vykazuji, totiZz tu, Ze vétsi
cévy nejsou naplnény, jen néco barvy z(stava na sténé
vézeti. Vodné modFi berlinské pouzivd se k injekcim
v takovém pfFipadé, kde jde o velice jemna sitiva kapil-
larni, do kterych by se gelatinovd massa jen ztézi dala
vpravit!. Tim zpdsobem nastfikujeme na pf. kapillary
ZluCové v jatrach, vyvody slinnych zlaz, mikteru, kanalky
ledvinné, varlat a podobné Gtvary. Nastfikovani téchto
kapillar a kanalkd provadi se pod konstantnim tlakem
(viz nize).

Priprava berlinské modFi rozpustné.

Berlinskou modf velice dobfe pfipravenou obdrzime
jiz hotovou v odbornych zavodech; pfesto vSak udavame
pfipravu této modfi na tomto misté:

Ferrocyankalium 110 ¢
Ferri sulfur. cryst. 70 @.

Nejdfive rozpustime ferrocyankalium ve vodé, ohfe-
jeme az na bod varu a pfiddvame pozvolna, za neustalého
michani, siran Zelezity. Modrou smés nutno po delSi dobu
as dvou hodin vafiti. Po vychladnuti smés filtrujeme a
filtrat nutno destilovanou vodou tak dlouho promyvati,



191

az protékd Cistd modrd barva. S pocCatku odték& voda
Zluta, sulfatem Zeleza zbarvena.

Jiny pfedpis pro pfipravu berlinské modfi ve vodé
rozpustné je tento:

217 g zluté krevni soli rozpustime ve dvoj- az troj-
nasobném mnozstvi horké vody, a kdyZz se vSechna sl
rozpustila, pfilejeme jeSté jednou totéZz mnozstvi vody,
takze celkem ¢€ini smés as 1 litr. Dale pfipravime si roz-
tok 100 g chloridu Zelezitého v takovém mnozstvi vody,
aby ¢&inil opét as 1 litr. Nato ke kazdému z téchto roztokl
pfidame po 2 litrech roztoku Glauberovy soli, dikladné
promisime, a chovame kazdy roztok zvlasté. Potom smi-
sime libovolny dil roztoku I. (krevni sdl se soli Glaubero-
vou) se stejnym mnozstvim roztoku Il. (chlor, Zelezitého
s Glauberovou soli). Tim povstala modrd srazenina, jiz
pak na filtru tak dlouho vypirame, aZz odtékajici voda
zacina sc silné na modro barviti. Poté ustaneme ve vy-
pirani a usuSime modrou sraZzeninu v mirné teploté.

Takto pfipravend, ve vodé rozpustna berlinskd mod¥,
kdyz byla dokonale uschla, jevi na lomu krasny bronzovy
lesk.

Barva pro modrou injekci gelatinovou.

Iv hotoveni modré barvy injekéni pouzivame suché
berlinské modfi v préaSku, ktery musi se lehce ve vodé
rozpoustéti. (Neni to roztok, nybrz velice jemna suspense.)

Rozpustime vc vodé urcCité mnozstvi suché berlinské
modfi a to tolik, aby barva byla tmavé modrd. Na
porculanové misce pfipravime si gelatinu stejnym zpUso-
bem, jako pfi barvé cervené. Modry roztok ohfejeme a
teplou barvu nechdme po malych kapk&ch za neustalého
michani sklenénou ty€inkou do gelatiny vkapovati. P¥i-
kapavani musi sc diti velice pomalu, jinak srazi se modf
vc velké neb mensi chuchvalce, které se jiZz nerozpusti.
Pfikapavani déje se tak dlouho, az pfi kontrole mikro-
skopem vidime, Ze i velice tenka vldkna jsou syté modfe
zbarvena.

Jinou pfipravu modré injekéni massy hotovime tim
zplGsobem, Ze pouZijeme teplého, velice fidkého roztoku
berlinské modfi a Ffidkého roztoku gelatiny, které na-
vzajem promisime sklenénou tyCinkou. Pak pfidame
trochu barvy tmavsi, nato opét trochu gelatiny, a jednak
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pozvolnym pFiddvanim koncentrovanéjsi barvy, jednak
koncentrovanéjsi gelatiny hledime dociliti gelatiny syté
zbarvené, kterou vypafovanim vody nechame zhoust-
nouti. Gelatinovou massu, chovame-li ji ve stavu vlhkem,
nutno chréniti pfed plisnémi pfidanim chloralhydratu
nebo podobnych antiseptickych prostfedk. Massu gela-
tinovou studenou mozno téz ve stavu vihkém na platky
rozfezati a tyto nechati GpIné vyschnouti. Pfed upotfe-
benim nutno suchou massu rozpustiti v teplé vodé.

Vedle barvy Cervené a modré pouZiva se s Uspéchem
jesSté gelatiny se stfibrem, kterd se Kkys. pyrogallovou
zredukuje. Kapillarni cévy jsou pod mikroskopem Zluté
vyplnény, vétsi cévy maji barvu hnédou.

Stfibrna gelatina Hoyera.

Do 100 g koncentrovaného roztoku gelatiny dame
100 cC 4% roztoku dusi¢nanu stfibrnatého. Po ddklad-
ném promiSeni za tepla pfidame jen velice malo kys.
pyrogallové, kterd stfibro ihned zredukuje. Nato pfidame
jesSté asi Vio objemu gelatiny glycerinu a chloralhydratu
(aby odpovidal as 2 % celé massy).

Injekce stfibrem v geiatiné k zbar-
veni endothelovych bunék (jejich hranic)
v cévach.

Ke 100 g rozehfaté gelatiny pfidad se 25 cc arg. nitr.
Po injekci ulozi se material do alkoholu. Na svétle redu-
kuje stfibro, kterym jsou hranice endothelii tmavohnédé
impregnovany.

Barev zde uvedenych se nejcCastéji s prospéchem
pouziva. PFfi zhotoveni massy karminové jest ovSem nej-
nebyl sraZen; to jest ovSem manipulace, které moZno jen
cvikem se nauéiti. Veskeré rlizné pfedpisy jsou v principu
stejné (dle Ranviera, lloyera, Fola a j. v.) a vZdy zalezi
hlavné na neutralisaci. Berlinskou modf ve vodé roz-
pustnou mozno si pfipraviti z ferro-cyankalia a siranu
Zeleznatého. Le¢ v dnedni dobé netfeba teprve barvu
obtizné pfipravovati, nebot jest mozno v obchodech do-
stati velice Cisty, ve vodé snadno rozpustny preparat ber-
linské modFi. (Bézny nézev ,rozpustna berlinskd modf ve
vodeé“ jest vlastné nespravny, ponévadZ se barva neroz-
pousti, nybrZz tvofi jen velice jemnou suspensi.)
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PFistroje k injekcim.

V prvni fade pouziva se k injekcim kovovych nebo
sklenénych stfikadek rdzného objemu, dle velikosti or-
ganu nebo celého zvifete, které chceme injikovati. Stfi-
kacka musi byti tak zhotovena, aby pist v kazdé vysi pfilé-
hal k sténdm stfikacky dplIné neprody3né, a musi se lehce
posunovati. Na konci stfikaCky jest Sroubovity néasadec,
na ktery se pfipeviuji kanyly, které musi tésné pfiléhali,
aby barva injekéni neunikala. Mame vzdy pohotové
nékolik druhd kanyl rdznych svétlosti; lumen kanyly
fidi se vzdy dle lumina cévy, do které se ma tato zavésti.
Nékdy jest nutno pouZziti kanyl velice jemnych, v tom
pfipadé doporucCuji se kanyly sklenéné, které si mozno
vzdy zhotoviti, a to tim zplsobem, Ze rourku sklenénou
ur¢itého priméru ohfejeme na kahanu (lihovém nebo
Bunsenové hofaku) do Cervena a vytdhneme ji do Zadané
tlouStky. Na ,,vytazeném& konci musi byti kanyla vzdy
ponékud Sirsi, aby bylo moZno na jejim tenSim krcéku
cévu dobfe podvazati, aby nesmekla se zpét. U kanyl
kovovych je taktéz konec SirSi, za nim pak nasleduje
uzsi krcéek. Sklenéné kanyly prFipeviuji se k stfikacce
gumovymi rourkami; aby rourka gumova s kanyly se
nesesmekla, nutno, aby kanyla na svém S§ir§im konci byla
kolem rozSifena. Gumovou rourku nutno téz pevné na
ndsadec stfikaCky pfFivazati.

Injekce stfikaCkou provadéné jsou proto obtizné, Ze
velice snadno pfi vétSim tlaku povstavaji v cévach trhliny
a barva injekCni tvofi t. zv. extravasaty — vylevy do
tkani. Jen dlouhym cvikem mozno usouditi, pod jakym
tlakem smime pistem stfikacky injekéni massu tlaciti,
aniz bychom se obdavali, Ze povstanou vyrony barvy do
tkané, €imz ovSem injekce stava se nepotfebnou.

K odstranéni této vady zhotoveny jsou rlzné pfi-
stroje injek¢ni, které maji tu vyhodu, Ze moZno regu-
iovati tlak, pod kterym se barva injekéni do cev vhani,
anebo je jiz pFistroj tak zafizen, Ze tlak z{stdva ustavitné
stejny. Jiz v r. 1860 zhotovil si Ludwig pfistroj in-
jekéni tim zplsobem, Ze do zatky lahve se Sirokym hrdlem
vloZil dvé rourky (obr. 58.); jednu vedl ke dnu lahve, druha
koncila hned pod zatkou. Tato rourka spojena byla rour-
kou gumovou s injekéni kanylou. Rourka druha, ktera
koncCila na dné lahve, byla spojena s nalevkou, do které
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nalila se rtut. Lahev naplnéna byla barvou injekéni. Rtut
z néalevky vtékala na dno lahve a vytlaCovala barvu
druhou rourkou a kanylou. Tento pfistroj mél tu vadu,
= Ze tlak nebyl stdly, nybrZz ubyvanim rtuti
h7 v nalevce staval se stdle mensSim, takze
:U:ib bylo nutno rtut neustidle do nalevky pfFilé-
o l vati. Dalsi vada spo€ivala v tom, Ze rtut
pfichazela s barvou v pfimy styk, takZe se
barva kazila.
| Hering sestavil injekéni aparat na
tomtéz principu jako Ludwig, ale pouzil
' dvou lahvi; do prvni vtékala rtut, ktera
! zhusStovala vzduch v lahvi druhé. Tim vy-
| mytil direktni styk rtuti s bar-
vou. NeZ ani tento aparat uUplné

! ‘mm I R nevyhovoval. Proto zhotovil H e-

| & stiife |\ . ring pfistroj jiny, na podobném

) (1) | \ |/ principu. Na misto lahvi pouzil

| [l boka| 1% dvou sklenénych kouli, spojenych
R sklenénou rourou mezi sebou,
obr. 58. Koule upevnil v plechovém pouz-

dfe, které se otacelo kol vodo-
rovné osy. Pfi nahnuti pfistroje pfetékala rtut z jedné
koule do druhé prazdné, ktera byla spojena gumovou
rourou s lahvi, ve které byla injekéni barva. Pfitokem
rtuti z jedné koule do druhé nastal tlak vzduchu, ktery se
pfenesl rourou do ldhve s barvou a tim byla tato vtlatena
do cev. K docileni vétSiho neb mensiho tlaku byl pofizen
aparat tak, ze bylo mozno kouli se rtuti pfivésti do libo-
volné vySe, €imz se tlak zvySoval neb sniZzoval.

Aparat ten jest velice kombinovany. Ranvier
popsal mnohem jednodu$si pfistroj na tomtéZz principu
zhotoveny, ktery mozZzno velice snadno sestavit! (obr. 59.).

Na stojanu pfipevnime dvé sklenéné koule, které
maji na protilehlych polech néasadce; obé koule se spoji
gumovou rourou. D4&le si pfipravime lahev se Sirokym
hrdlem, jejiz zatka ma dvoji vrtani pro sklenéné rourky.
Jedna rourka, kterd4 konc¢i v lahvi u dna, ohne se nad
zatkou a spoji se gumovou rourkou s injekéni kanylou;
druhd rourka, kterd kon¢i hned pod zatkou, spoji
se s krckem prézdné koule. Do ladhve dame injekeni
barvu a naplnime ji asi do 23. Nyni nalejeme do prvni
koule rtut, kterd pozvolna pfetékd do koule druhé, vzduch
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v kouli stla¢i a tlak ten pfendsi se do ldhve s barvou,
ze které stlateny vzduch vhani barvu do cev. Timto
zplsobem obdrzime dosti staly tlak, ktery moZno posu-
nutim rtutové koule dle potfeby zvySiti neb sniziti.
Tento pfistroj jest dosti prakticky a mozno jim
injikovati soucasné dvé i t¥i rlzné barvy pod stejnym
tlakem. Iv tomu Gcelu je jen zapotrebl aby ve vzduchové
kouli byla zatka se

dvéma neb tfemi ot- o
vory, do kterych zasa- /-’ AN Y
dime rourky a tyto ) |

spojime na pf. jednu
s lahvi s barvou mod-
rou, druhou s Cerve-
nou, po pfFipadé treti
s jinou barvou. Hodla-
me-li injikovati barvu

. . N
gelatinovou, jest samo- B irdR |
zfejmo, Ze lahev, ve | =
které se barva naléza, = 1 N

musi byti uloZzena v e
horké vodé, aby gela- obr. 59.
tina zlstala tekutou.

Byla zhotovena velkd Fada podobnych pfistrojd,
avSak u Zadného z nich nebylo dosazeno idedlniho, kon-
stantniho tlaku a jen pfiblizné stalého a stejného u velmi
komplikovanych pfistrojt.

Nacvi¢ime-li se dobfe, mozZzno provadéti injekce
nejlépe stfikackami, jde-li o injekce barev prlsvitnych
gelatinovych. Chceme-li injikovati t. zv. konstantnim
tlakem barvy tekuté, vodové nebo olejové, po prFipadé
éterem zfedéné, pofidime si tento tlak velice jednoduse
tim zplsobem, Ze na nalevku pfipevnime del$i, 1 aZ
15 m dlouhou gumovou rourku, kterou spojime s ka-
nylou. Svorkou stlaime rouru a do nalevky nalejeme
injek&ni barvu. Podle vy3ky, ve které upevnime nalevku
s barvou, fidime pfiblizné tlak, pod kterym hodldme
nastfikovati. S pocCatku snizime nalevku, ¢imz injikujeme
pfi menSim tlaku; nestaci-li tento tlak, zvySime jej tim,
Ze upevnime nalevku ponékud vyse.

13*
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PFiprava materidlu k injekci.

Z nejddlezitéjsich praci pro docileni spravné a Gplné
injekce jest pFiprava materidlu. Nevhodné pfFipraveny
material pokazi UplIné vysledek. Jak si mame poéinati,
uvedeme na prikladé injekce systému arterielniho u men-
§iho zvifete.

U zvifete narkotisovaného vypreparujeme art. carotis
communis, hledice k tomu, abychom co nejméné pfe-
fezali mensi cévy, které mozno Paquelinem nebo do Cer-
vena rozehfatym noZzem pfizehnouti. Pod vypreparo-
vanou carotis zavedeme asi ve vzdalenosti 1 em dvé
ligatury. Dfive pfipravime si v3e, éeho k injekci jest za-
potfebi, totiz: barvu, stfikacku s nalezitymi nasadci (ka-
nylami), svorky na stisknuti otevfenych cev atd. Jsme-li
s pfipravou hotovi, vezmeme jednu kanylu takové tloust-
ky, abychom ji pohodIné mohli zavésti do cévy. Nejdfive
dikladné zavaZzeme pfipravenou ligaturu na horni, pro-
ximalni Casti carotis, delSi konce ligatury nechame volné
viseti, pfehodice je na horni stranu. Hned nato stisk-
neme cévu pod dolni pFipravenou ligaturou svorkou,
a to za tim acelem, aby po profiznuti cévy nenastalo
ihned krvéaceni. Je-li céva smacknuta, napneme ji mezi
svorkou a hofejsi ligaturou a profizneme ji v jeji horni
sténé as do jedné tietiny, nejdfive napfi¢ malymi n(z-
kami, a hned nato rozSifime fez po délce. Do otvoru vlo-
Zime pfipravenou kanylu, na niz jest pfivdzdna gumova
rourka v délce 10—15 em, a kanylu zavdZeme pfipra-
venou ligaturou do cévy. Nyni, po otevieni svorky, kterou
jsme podchytili cévu na jejim dolnim konci, nechame
kanylou odtékati krev, aby cévy celého téla byly co
mozno bezkrevné, a vypouStime krev tak dlouho, az
zvite GplIné vykrvacelo. Horni konec cévy musi zdstati
zavazan a to z téchto dlvodl: kdyby céva byla pfefiz-
nuta, aniZz jsme ji podvazali, vnikne do cévy vzduch,
ktery proudem krevnim dostane se az do nejmenSich
rozvétveni kapillar, a dle mnoZstvi vzduchu vyplni se
mensi neb vétSi oblast cévni. PFi néasledné injekci do cev
narazi barva na vzduch, ktery vypliuje valcovité celé
lumen cévy a jako naprosto nestlaCitelnda hmota nepro-
pusti barvu do cev. Pouzije-li se vétSiho tlaku, roztrhéa
vzduch cévy, massa vytvofi veliké vylevy, néasledkem
CehoZz jest celd prace marna.
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(Hodlame-li nékteré jednotlivé organy, lidské neb
zviteci, po smrti injikovati. nutno k tomu pfihlizeti. aby-
chom, dfive nez orgadn vyjmeme, alespon velké cévy pod-
vazali a tak vniknuti vzduchu do orgdnu zamezili; v nej-
gastéjSich pripadech jest do cev vnikly vzduch pfic¢inou
nezdafenych injekci, aniz je si injektor védom této pfi-
¢iny.

yJ)e-li materidl takto pFipraven a jsou-li cévy uplné
krve prdzdné, zavedeme kanylu, barvou jiZz naplnénou,
do horniho konce cévy, ktery jsme dfive ligaturou pod-
vézali. Poéindme si tak, Ze opét svorkou stiskneme cévu
nad ligaturou, prostfihneme ji jen malym otvorem napfig,
vloZzime do otvoru jednu branche nidZek a rozstfihneme
ji po délce; novou ligaturu podsuneme pod cévu za otvo-
rem, do ného vlozime kanylu, kterou ligaturou pevné
zavazeme. Nyni mozno svorku s cévy odstraniti a poéiti
nastfikovani. Pouzivame-li stfikacky, tu tlacime velice
opatrné na pist, aby nebyl tlak pfili§ vysoky, stejnomérné
po celou dobu injekce.

Hodlame-li nastfikovati celé zvife z aortv, tu poéi-
name si pravé tak, jak dfive uvedeno, jen musime pFihli-
Zeti k tomu, abychom veSkeré cévy, které jsme musili
pfefiznouti pfi otevieni hrudniku (aa. intercostales, mam-
mariae atd.) ihned podchytiti, podvazali, po pfipadé
pfizehli. Po vsunuti ligatur pod aortu cévu stiskneme
opét svorkou pfed kanylou a teprve po zavedeni a pod-
vazani kanyly pfed nastfikovanim svorku odstranime.
Jen tak moZno dociliti UGplné injekce.

Ma-li se nastfikovati néjaky organ po smrti, bud
zvifeci neb lidsky, gelatinovou barvou, tu nutno po pod-
vé&zéni cev cely organ prohfati na temperaturu gelatinové
massy as do 37—40° C. Kdybychom nastfikdvali orgéan
silné prochladly, tu chladem srazi se ihned gelatina a ne-
vnikne vibec do cev.

Do velkych cev zavadéji se kanyly dosti lehce, avSak
velké trpélivosti a cviku vyzaduje zavadéni kanyl do
malych cev nebo Zlazovych vyvodl. Tu stava se velice
casto, Ze po prostfihnuti otvoru do cévy nemoZzno kanylu
zavésti; pFi¢inou toho byva bud tlustd kanyla, kterd ma
vétsi prdmér neZ otvor cévy, nebo &astéji to, Ze endo-
thelovéd vystelka cévy pfi vloZeni kanyly se od stény jeji
odloupla a shrnula se pfed kanylou. V takovém pfipadé
pomahame si tim zplGsobem, Ze ohlazenym tupym drat-
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kem nebo sondou uvolnime cestu v cévé. Mnohem Iépe
pochodime, udélame-li, kde to moZno, novy otvor do cévy
ponékud d&le od prvniho.

Injekéni methoda cevstva pro vySetFovani rontgenovymi
paprsky.

Pro obrazy cev rliznych orgéanl, které se maji ostie
rysovati na rontgenovém snimku, nutno pouZiti takové
hmoty, které nedovoli X paprskdm proniknouti. K tomu
Géelu nejlépe se hodi barviva téZzkych kovd, jako cinobr,
minium a j. Pojivo pro tato barviva nutno voliti dle po-
tfeby. Jest samozfejmé, Ze nesmi byti injekce tak pro-
vadéna, aby se naplnily veSkeré Kkapillary; obrazy po
takové injekci jsou Uplné zastfené a nevykazuji Zadnych
kontrastd. To déje se hlavné tehdy, nastfikneme-li organ
vodni emulsi protargolu.

Velice dobfe se hodi Teichmanova massa s rumélkou,
nebo sklenafsky tmel jemné utfeny, ponékud éterem
rozfedény, do néhoz pfiddme minium nebo rumélku.
Jednoduchou a velice dobrou massu injek€ni méme v tak
zv. Sedé masti (Unguentum cinereum). Obrazy po této
injekci jsou velice jasné.



XI11. Rekonstrukéni methody.

Velice dullezity Cinitel p¥i mikroskopickém badanf,
hlavné v8ak v mikroskopické anatomii v uz8im slova
smyslu jest methoda rekonstrukéni. Takto nazyvame
methodu, kterou moZno zhotoviti nakres nebo plasticky
model urcitého organu, systému v celku nebo v detail-
néjSim rozboru. Této methody pouzivame velice C€asto,
ba moZno Fici, Ze nemoZno se bez ni obejiti pFi studiich
embiyologickych. Ve mnohych pfipadech posta¢i pouha
rekonstrukce kresbou, v jinych nutno sahnouti k modelo-
vani. Méme-li zhotoviti ,rekonstrukci4 nutno miti na-
prosto Uplnou sérii Fezd stejné tlouStky, které nesmi byti
svraStélé.

Jak na jiném misté uvedeno, hotovime serie, na pf.
embryem, tim zplsobem, Ze pfifezeme paraffin nebo
celloidin, ve kterém jest objekt zalit, do hranolu; na jednu
plochu, kterd jest uloZzena co mozZno nejblize objektu,
pfilozime v kolmém sméru k fezné ploSe tenounky fez
mékké tkané, na pf. fez mozkem, ktery jsme zbarvili,
V jiném pf¥ipadé jest mozno, vhlavné pfi paraffinovém
zaliti, parallelnimi liniemi, které pfi zaliti do paraffinu se
otisknou se sklenéné podlozky do paraffinu, a které po-
tom se natrou néjakou dobfe pfilinavou barvou, obdrzeti
t. zv. orientani Cary pfi Ffezech. Orientalni Cara jest
déna bud pfilozenym Fezem na plochu, nebo natfenou
barvou na ploSe paraffinu. PFfi kazdém Ffezu sefizneme
onu ploSku, ktera na Fezu da& pfimou Caru a kterd jest
vzdy ve stejné vzdalenosti od zalitého materialu. Jde-li
0 naprosto presné provedeni rekonstrukce, pak jest vy-
hodné oznacCiti dvé kolmo na sobé stojici ploSky, které
nam daji na Fezu pravy uhel.

Rekonstrukce télesnd dle Bornovy
methody. Bornova rekonstrukce spociva v tom, Ze
na voskové ploténky urcité tlouStky prenadSime kreslicim
pfistrojem kontury Fezu tak, jak v sérii za sebou nésle-
duji; v8echny fezy nutno kresliti pfi stejném zvétSeni.
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Kresbu na voskové ploténky provadime bud tupou jehlou
tak, Ze pfimo do vosku ryjeme, nebo kreslime na papir
a kopirovacim papirem pfetiskneme na vosk. Na plo-
ténkach, které obdrzime z obchodu, jest vzdy pfilepen
papir, na ktery mozno kresliti. Jsou-li veSkeré fezy, jak
za sebou néasleduji, nakresleny, pak se opatrné z vosku
vyfezavaji a na sebe v témZe pofadu kladou. Nutno
hledéti k tomu, aby ona dfive uvedena Cara, kterou sou-
Casné kreslime a kterd udava smér a polohu fezl, byla
dobfe na sebe poloZena.

NeZz pokrocime dale k popisu této methody, jest
nutno dfive uvésti pfipravu voskovych ploténck. Jest
sice. mozno od rlznych firem (na p¥. Grubler, Lipsko)
obdrzeti jiz hotové ploténky voskové urcité tloustky,
avSak mnohem vyhodnéjsi jest hotoviti si tyto ploténky
takto: Pouzijeme plechové nebo porculdnové misky, jaké
uzivdme pfi fotografovani, kterd ma rozmér na pf. 10 em
§ifky, 20 em délky. M&me v Umyslu liti ploténky voskové
o tlouStce 1 mm. Krychlovy obsah celé ploténky jest
20 cmz, mérnd vaha vosku jest 0-97, nésobime tudiz
20x0*97 = 19-4 g, kterézto mnoZstvi vosku nutno vziti
na jednu ploténku. Odvé&Zime tudiz 19*4 g vosku, na
misku nalejeme horkou vodu, kterd se pravé prFivedla
do varu; mezitim roztopime v nddobce odvé&Zeny vosk
a nalejeme jej pozvolna na horkou vodu. Cely povrch
vody povlékne se vrstvou vosku; nekryje-li vosk povrch
vody, tvofi-li t. zv. mastna oka nebo bublinky vzduchové,
tu napomahame ohtatou lopatickou, kterou poloZzime na
plochu vosku a kterou rozprostirame vosk dale po vodg,
az se tato aplné pfikryje. Vodu nechame pozvolna vy-
chladnouti, pfi ¢emz vosk tuhne ovSem dfive. Jakmile
ponékud ztuhl, odfizneme jej alespon na dvou stranach
od stén misky, ke které pevné Ine, a to za tim 0cCelem,
aby pfi dalSim chladnuti a stahovani nepopraskal. Jakmile
voda jiz hodné ochladla a vosk se stal pevnym, odfiz-
neme jej na ostatnich stranach, uchopime na dvou
rozich a po vyjmuti celé ploténky z misky polozime ji
na rovnou plochu k dalSimu zchladnuti. Pofidime-li si
vice misek, moZno pfi nabyté zrucnosti zhotoviti si po-
tfebné mnoZstvi dosti dobrych a pfiblizné i stejné tlus-
tych plotének v dosti kratké dobé.

Mnohdy jde o naprosto pfesné udanou tlouStku plo”®
tének, aby rekonstrukce nebyla v jednom neb druhém
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sméru nespradvnd. Za tim acelem jest pofizeno nacini,
kterym mozno pfipravit! veSkeré ploténky stejné tlusté.
Nacini sestava z uplné rovné, brouSené sklenéné desky}
nejlepSi jest hladce vybrouSeny lithograficky kamen.
Déale uplné hladky ocelovy valec a pak as 1 em Siroké
plechové prouzky, jichz tlouStka je pfFesné odméfena.
Pasky tyto lze dostati a to v tlouStce 0*5—2-5 mm. Jsou-li
voskové ploténky podle dfive uvedeného zplsobu ulity,
ohfejeme jednu v teplé vodé, poloZzime ji rychle na
desku kamennou, kterou nutno olejem dikladné natfiti,
a po stranach pfilozime dva stejné tlusté pasky plechové,
na pf. 1 mm. Mezi obéma pésky leZzivoskovéa ploténka, kterou
véleCkem prejizdime tak dlouho, az dosedne valec na pasky
plechové. Tim zplisobem moZno vyvaleti ploténky, které
maji pfesnou tlouStku dle sily plechovych podloZzek. Jest
samozfejmo, Ze mozno pouZziti itlustych voskovych plotének
k vyvalcovani na urcitou tloustku, jen musime k tomu pfi-
hlizeti, aby byl vosk ustavi¢né dosti poddajny, teply, anutno
téméf vzdy ploténku ve vodé nékolikrate prohtati, nez
je definitivné zvalcovana.

Vypocitavani tlouStky plotének, jaké se ma upo-
tfebiti pfi rekonstrukci, kona se takto: Pfedem nutno
veédéti, jak tlusté jsou fezy v sérii, kterou hodlame mo-
delovati. Rezy z paraffinu byvaji 10— 15 \i tlusté. Mame-li
fezy 10 ~ a kreslimc-li obrazy pfi 100nasobném zvétSeni,
obdrzime 10 \i X 100 = 1000 [i ¢ili 1 mm, t. j. tlouStka
jedné ploténky.

Mnohdy musi si pracovnik rlzné vypomahati. Tak
na pf. mame zhotoviti rekonstrukci pfi slabém zvétSeni
na pf. 50 X, aby se cely objekt pfehlédl. V zasobé chovaji
se ploténky 1 mm; fezy jsou 10 tlusté, bylo by tedy za-
potfebi plotének 0-5 mm tlustych. V tom pf¥ipadé pouZi-
jeme tabulek 1 mm, ale pf¥i kresleni vynechdme vzdy
jeden fez, t. j. kreslime prvni, druhy vynechame, tfeti
kreslime atd. Celkovd mira zvétseného modelu musi od-
povidati souétu sily v8ech fezl nasobenych 0*5. V pfi-
padé opacném, kde zvétSeni v daném pfipadé by bylo
200 X, nutno brati vSechny fFezy, kazdy fez dvakrate
vyfezavat! a na sebe poloziti, mame-li po ruce pouze plo-
ténky 1 mm tlusté. Model sestavime tak, Ze kresby, které
jsme zhotovili pfi jednom a témze zvétSeni kreslicim pfi-
strojem Abbéovym, pfendSime v ndaleZzitém pofadé kopi-
rovacim papirem na voskové ploténky a pfenesené obrazce
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pozorné vyfezdvame. Mame-li po ruce tenké ploténky,
zjednodudime si praci tak, Ze kresbu poloZime pod pri-
hlednou voskovou ploténku a jednotlivé obrazce z ni pfimo
vyfezavame. Za UCelem zachovani polohy jednotlivych
¢astic obrazu nutno soucasné vyfezavati spojky mezi jed-
notlivymi vyfezy a spojku k Cafe smérné, dle které vyfezy
stavime. Spojky vedeme na kazdém vyfezu v jiném sméru,
abychom je pozdéji lehce rozeznali od vlastniho modelu.
(Na obr. 60. c. 7. a 11. jsou na kreshé naznaceny spojky
mezi jednotlivymi kanalky.) KdyZ jest cely organ z plo-
tének sestaven, odstranime spojky a model uhladime ohfa-
tou Zeleznou lopatkou.

Dllezité jest, jak ploténky na sebe a za sebou kla-
deme. Mame-li rozfezané embryo na serie a fezy jsou tak
kladeny, Ze jdeme od hlavy smérem distadlnim, tu nutno
vyfezy voskové timze smérem Kklasti; po€iname si tak,
Ze polozime vyfez nejdistdlnéjsi a pokracujeme s kla-
denim ostatnich fez(0 smérem nahoru — proximalné.
Nutno tudiz pfedem se orientovati, jak serie za sebou
jest fezana, kde jest smér distalni, kde proximalni. Neza-
chovame-li spravny pofad, tu obdrzime model Uuplné
pfevraceny ve vSech smérech.

V jinych pFipadech rekonstrukénich nejde tak o model,
jako o kresbu. Dle danych Fezd nutno mnohdy védéti,
jak navzajem jsou rdzné Gtvary k sobé poloZeny a jak se
jevi z toho neb onoho pohledu.

Tak na pf. jde o to, stanoviti prdbéh a spojeni né-
jakych vyvodovych kanalkl navzajem v celkovém po-
hledu.

Serie je tak zhotovena, Ze jest embryo fezdno smé-
rem proximodistalnim kolmo na nejdel$i osu, tudiz napfFic.

Tu zhotovime nejdfive dle fezl kreslicim p¥istrojem
potfebnou fadu kreseb na papir s oznacenim Cary smérné,
a béznymi Cislicemi poznalime, jak Fezy za sebou né-
sleduji.

Nutno si pfipraviti linkovany papir, na kterém Céary
jsou od sebe tak vzdaleny, Ze prostora mezi jednotlivymi
odpovida zvétsené tloustce fezl pravé tak, jak bylo uve-
deno pro tlouStku voskovych plotének. Vhodny jest ¢tverec-
kovany papir pro technické kresby, jak v obchodé pfi-
chazi, kde vzdalenost Carek obnasSi 1 mm. Nejlépe mozno
pouciti se o celé praci z pfilozeného obrazce. Mame fadu
projikovanych obrazk( prifez( tocitého kanalku (obr.
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60.); na kazdém obrazku jest nakreslena cara smérna.
Hodlame-li provésti rekonstrukci pohled se strany, tu
spoustime kolmice od nejvzdalenéj$ich bodl kresby k pfim-
ce smérné. Mame-li dané vSechny vzdalenosti, pfipravime
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si CArkovany milimetrovy papir (1 mm vzdélenost = 100 X
zvétSeni, jsou-li Fezy 10 [i), nakreslime kolmici a pocneme
od ni pfendSeti vzdéalenosti na fezu 1. a poznacime si
udané body na 1. mezefe. Tak pokracujeme na Fezu druhém,
tfetim atd. Body navzajem spojime a kone¢ny obraz nam
ukazuje vétsi kulovitou nadufeninu ve spojeni s to¢itym
kandlkem. To jest pohled se strany levé. Pak pfenaSime
vzdalenosti na pfimku kolmou k pfimce smérné (obr. 60.
€. 6.). Tyto pfenesené vzdélenosti pfendSime od vodo-
rovné pfimky na papife v kolmici, 1. fez v prvni mezefe
na levo atd., ¢imZ obdrzime obraz téhoz kanalku z jiného
pohledu. Tim zplisobem jest mozno hotoviti projekce v nej-
rlznéjsich pohledech, vyZzaduje ov8em cela prace del3iho
cviku. Jest to, vedle pracnych modell, nejdilezitéjsi
orientaéni pomucka pfi studiu embryologickém. Hotovou
rekonstrukci mozno odstifovati a tim docilime naprosto
dobrého plastického znazornéni jednotlivych systémi,
jich vzdjemnou polohu atd.



X111, Mikrofotograficky pfFistroj.

Velkého rozvoje a praktického upotfebeni doznalo
v posledni dobé& mikroskopické fotografovani. VSeobec-
ného rozsifeni dosahlo se ovsem vynalezy v technické
fotografii vlibec, hlavné nalezem citlivych desk pro barvy,
kterych mozno pouziti pfi umélém osvétleni. DFivéjsi
methody, kde fotografovano bylo mokrou cestou na
kollodiostfibrnatych deskach, které byly jen pro slunecni
svétlo citlivé a citlivé jen kratkou dobu, pokud bvlv vihké,
bylo mikroskopické fotografovani velice omezené a pracné,
a vysledky neodpovidaly namaze. Vynalezenim suchych
desek nastal ovSem o-
brat; av38ak nemohlo se
ani tehdy vSeobecné
ujmouti mikroskopické C.REICHERT
fotografovani, ponévadz o
preparaty jsou témér
vzdy rGzné zbarvené a
toto zbarveni dalo na
obyéejnych deskach o-
brazy téméf neupotfe-
bitelné. Mélo-li se foto-
grafovati, musil byti
preparéat zvIasté pfipra-
ven; tak na pf. modfe
zbarveny preparat ne-
dal skoro Z&dného ob-
razu, Cervené zbarveny
preparéat, ktery v mikro-
skopu jevil velice pékne
barevné rozdily, na pf.
mezi jadrem a plasma-
tem bufiky, mezi vazi-
vem atd., nebylo mozno
taktéz fotografovati,
jezto Cervena barva, at
slaba nebo syta, ncpl- Obr. 61.
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sobila na vrstvu stfibra. JeSté nejlépe osvédcilo se elek-
tivni barveni hematoxylinem neb Bismarkovou hnédi.
Viem témto nedostatkim odpomohlo se vynalezem citli-
vych ploten pro barvu c¢ervenou, modrou a Zlutou; jsou
to bud desky panchromatické nebo orthochromatické.

K mikrofotografickym pracim jest tfeba vedle mikro-
skopu zvlastniho zafizeni temné komory. Jest ovSem
mozno pouziti kazdé komory fotografické, pFizplsobi-li
se tak, aby se mohl mikroskop ke komofe pfipevniti, by
Z4dné vedlejsi svétlo kolem mikroskopu do komory ne-
vnikalo.

Néktera komora (obr. 61.) jest tak zafizena, Ze jest
upevnéna na kolmém kovovém sloupci a moZno ji velice
lehce k stojatému mikroskopu nasaditi. Jiné komory
(obr. 62) jsou stavény tak, Ze se fotografuje ve sméruvodo-
rovném, takZe mikroskop se musi ohnouti v kolené. Hod-
lame-li zhotoviti fotogram, pociname si takto: Preparat
pfipevnime svorkami pevné ke stolku mikroskopickému.
Misto, které hodlame fotografovati, ostfe zastavime. Nyni
nasadime mikroskop na komoru a divdme se na obraz na
visirovaci desce z matného skla. PFitom musime bréati zfetel
k tomu, aby preparédtbyl dobfe osvétlen, arovnéz zorné pole
musi byti stejnomérné osvétleno. Pro prvni pokusy jest
nutno fotografovati pouze pfi malém zvétSeni. Jevi-li senam
obraz na matné desce dosti ostry, nahradime tuto des-
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kou sklenénou, GplIné prihlednou; na desce této obrazek
pouhym okem nevidime, proto nutno vziti ku pomoci
lupu, ne pfFili$ silné zvétSujici. Zde nutno poukazati k né-
kterym dllezitéjSim momentdm. Ma-li fotogram byti
ostry, dobfe kresleny, jest nutno, aby citliva vrstva desky
fotografické priSla pfesné na totéZz misto, na kterém se
jevi obraz na desce visirovaci. PonévadZz vSak obraz
mlzZe povstati bud na pfedni nebo zadni strané sklenéné
desky, nutno zastaviti lupu tak, aby nam dala obraz
jevici se na ploSe pfedni. Proto nakreslime uprostied prd-
hledné desky na jeji vnitfni ploSe (k preparatu obracené)
tusi kFizek, a lupu, kterd jest tak zhotovena, aby se dala
Sroubem pfibliziti neb oddaliti od desky, zafidime tak,
aby po pFiloZeni na zevni (zadni) plochu desky dala na-
prosto ostry obraz k¥izku na pfedni strané skla nakresle-
ného. Je-li obraz zastaven, jest dalSi prace jednoduché
a stejna jako pfi obyCejném fotografovani. Na misto desky
visirovaci vlozime kasetu s citlivou deskou a exponujeme
dle potfeby krat$i neb delsi dobu. Dulezité ovsem jest,
aby kaseta byla pfesné zastavena, by citlivd vrstva pfiSla
na totéZ misto, kde dfive byl obraz na prlhledné desce
kém fotografovani ma osvétleni preparatu. Nejlepsi
osvétleni by bylo dennim svétlem, avSak toto jest kazdé
doby jiné. Pracujeme-1i pfi dennim svétle, hledime brati
svétlo ze svétlych bilych oblak( na severni strangé. Téchze
v mnohém ohledu jesté lepSich vysledk( docilime pfi
svétle umélém. Dle pokusd Neuhause doporuéuje se
v prvni fadé svétlo hofdku Auerova, po ném nasle-
duje svétlo lampy petrolejové; argandsky hofak sviti-
plynu jest GpIné nepotfebny. Taktéz nevalné jest Zluté
svétlo elektrickych Zarovek; vhodné jest svétlo obloukové,
hofi-li ovsem stejnomérné. Nejklidnéjsi a ve své plsob-
nosti nejlepSi jest svétlo Auerova hofaku bud sviti-
plynové nebo lihové. Ve vétsiné pripadld mikrofotografie
hledime dociliti monochromatického osvétleni preparéatu.
Jde totiz o vylouéeni uréitych barevnych paprskd, které
rizné pdsobi na citlivou desku. Proto pouziva se t. zv,
svételnych filtrl, které vyzkouSeny jsou spektroskopicky
pro absorpci urgitych barevnych paprskl, hlavné modrych.
Jsou to jednak tekutiny zbarvené Zluté nebo zelené.
Tekutinu tuto vliejeme do ploché sklenéné nadobky k tomu
Gcelu sestavené, jejiz stény z brouSeného skla stoji pa-
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ralelné k sobé ve vzdélenosti 1 em. Nadobka naplnéna
barevnou tekutinou nazyvéa se svételnym filtrem a postavi
se pfed mikroskop, takZze svétlo musi prostupovati filtrem.
Nutno upozorniti, Ze chceme-li obdrzeti dobry a ostry
obraz, musi byti zorné pole v mikroskopu naprosto rovné,
aby obraz pfi jednom a témZ zastaveni byl jak upro-
stfed pole, tak i na krajich stejné ostry. Nékdv se stava,
Ze obraz na desce visirovaci byl ostfe zastaven a foto-
gramm byl pfec neostry. Jsme-li pFfesvédCeni, Ze citliva
deska nachéazi se v tomtéZz misté jako deska visirovaci,
tu spociva ona vada v samovolném pohybu mikrosko-
pického Sroubu. O tom mozZno se nejlépe pouciti nasledovné:
Pfi silném zvétSeni (u malého zvétSeni té vady tak snadno
nepostfehneme) zastavime preparat aplné ostfe mikro-
metrickym Sroubem; byl-li obraz ostry, nedotykame
se jiz Sroubu a hledime do mikroskopu. Tu po€ne obraz
pfed ocCima ztraceti ostrost, az mnohdy aplné vymizi,
coz jest nejlépe znatelné pfi immersnich systémech.
Dluzno opét Sroubem pohnouti, abychom obraz zaostfili.
Divame-li se opét do mikroskopu, tu nékdy obrézek jest
jesté nedosti ostry, jindy zlstava jiz po dlouhou dobu
stejné ostrym. Vada ta spo€iva v spiralovité toceném
péru, na které tlaci mikrometricky Sroub; otocime-li
Sroubem, péro se stahuje, ale svoji pruznosti roztahne se
opét, kdyz jsme Sroub pustili, a vzdali ponékud objektiv
od prepardtu. Tu nutno po néjaké dobé opét obraz ostfe
zastaviti a po chvili prohlédnouti, zda zlstal zaostfen.
Stalo-li se tak, pak moZno teprve vloZiti citlivou desku
do aparatu a fotografovati.

Zluty filtr tvofi kyselina pikrova a to O« g na 100 ¢
dest. vody. P¥i filtru Zlutém nutno uZziti jen achroma-
tickych desek a exponovati jgq$té jednou tak dlouho,
jako bez filtru. Pro vSechny pfipady vystacime s filtrem
podle Zetnoffa. Jest to zeleny roztok tohoto sloZeni:
Skalice modré 175 g, dvojchromanu draselnatého 17 g,
destillované vody 500 cc, kyseliny sirové 2 cc. Tekutina
tato ma barvu dosti tmavozelenou. Zastavime-li ostfe
preparat prti obyCejném svétle a vsuneme-li pfed mikro-
skop takto zbarveny filtr, postfehneme, Ze ostrota obrazu
se ztratila. Musime pohnouti 3roubem, abychom vidéli
obraz opét ostry. Toto monochromatické zbarveni a vy-
louceni nékterych paprskd nam ukaZze obrazek proti bi-
Iému svétlu poSinuty vice dopfedu.
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Pracuje-li se filtrem dle Zetnoffa, jest nutna
exposice alespofi 4nasobnd, proti oné pfi svétle bilém.
Udati dobu, po kterou musi se exponovati, jest na-
prosto nemozno; kazdy preparat, kazdé zbarveni a kazdé
zvétseni vyZzaduje rlzné dlouhé exposice, a tu moZna
jen dlouhou zkuSenosti pfi pfiblizné stejném osvétleni
nabyti cviku, jak asi ten neb onen preparat pfi uréitém
zvétSeni nutno exponovati. A tu jeSté Casto najdeme,
Ze bylo bud kratce nebo pfilis dlouho exponovano, a nutno
tyZz prepardt znova fotografovati.

NemozZzno se ndm na tomto misté zminovati o vSech
riznych detailech, kterych nutno dbéati, a podavame jen
ve v§i kratkosti to nejdllezitéjsi. Jak zachdazeti s pfi-
strojem mikrofotografickym, o tom podava kazda firma
dikladny navod a blizsi vysvétleni; theoreticky vyklad
0 tomto thematé nalezneme v rdznych pojednanich. Ve-
lice dobrou pfiruéni knihou jest pfiruckaod N eu hause.

Na tomto misté nutno zminiti se jen kratce o novém
pfistroji mikrofotografickém, ktery sestaven firmou Zeis-
sovou v Jené, kde fotografuje se jen paprsky ultrafialo-
vymi. Jest to pFistroj velice komplikovany, kde se svétlo
elektrické jiskry rozlozi hranolem nejdfive ve slozku
spektralniho vidma, z tohoto vidma vybere se jinym hra-
nolem jen Cast fialova a ultrafialova a konecné jen paprsky
neviditelné ultrafialové, které se vedou pfimo do mikro-
skopu. Ponévadz vSak paprsky ultrafialové neprochazeji
sklem, jest celé zafizeni mikroskopickych ¢ocek objektivi
1 okulard z &istého kfistalu; z téhoz materidlu musi byti
zhotoveno i podlozni a kryci ,,skélko“. Ostré zastaveni
preparatu pfi ultrafialovych paprscich jest pouhym okem
nemozné; tu musi dopadati paprsky na urcité pfipravenou
deStiCku, na které mozno jen asi pfiblizné preparaty za-
staviti. Aby se docililo spradvného obrazu, jest kaseta
u tohoto pfistroje tak zafizena, Ze nalézaji se v ni tfi cit-
livé desky za sebou uloZené a exponuji se tfi snimky, a to
tak, Ze po prvnim snimku oto¢i se néco malo Sroubem
mikrometrickym dold, udéla se druhy snimek a pak opét
se to¢i opaénym smérem vzhiru a zhotovi se snimek t¥eti.
Tim zpGsobem fotografuji se tfi vrstvy preparatu a pak
se vyhledd onen obraz, ktery jest nejostfejSi. Exposice
témito paprsky jest velice kratka, jen zlomky vtefiny.
Pfistroj tento jest velice dimysIné sestaven, av3ak jest
jen Uzky obor badéani, kde bude moZno pfistroje toho

Rejsek, Mikroskopicka technika. 14
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pouziti. PFi histologickém, embryologickém a podobném
badani jest nutno miti nejdfive Ffadu preparatl, které
musi byti prostudovany a ur¢itd mista z téchto preparatl
nutno zobraziti, fotografovati.

Preparaty na skle montované, dale preparaty zbar-
vené (bez barveni nemozno se téméf vlbec obejiti) nelze
fotografovati ultrafialovymi paprsky. Jiz jen z téchto
dlvodl, nehledé ani k cené tohoto pfistroje, jest mozno
za to miti, Ze z(stane prozatim pfistroj ten cennym vy-
nalezem fysikalni optiky a nenalezne SirSiho upotfebeni.
ObSirny popis pfistroje a prace nalezne Ctenafr ve Clanku
prof. Kruise v ,,Zivé“ 1907.



X1V. Barveni mikroorganismd.

Jen kratce hodldm se zminiti o barveni, kterého se
uziva v bakteriologii. Nalezi to sice do samostatné kapi-
toly, ktera pojedndva o bakteriologickém vySetfovani,
otkovani, hotoveni rlznych pld atd., av8ak pfFesto uva-
logicka vySetfovani, kterad jsou pro kazdého lékafe v denni
praxi nutné.

Pouhym barvenim moZno rozpoznati jen velice ne-
patrny pocet bakterii; u vétSiny jest nutno oCkovati na
pldy, ateprve dle vzristu a zabarveni kolonii, nebo dle
plsobeni bakterii na pldy rGzné pfipravené nebo zabar-
vené atd. moZno ten ktery druh diagnostikovati.

Vysetfeni na pFitomnost mikroorganismu v rlznych
tekutinach télnich, krve, modce, chrchll, hnisu atd. pro-
vadime tim zplsobem, Ze kapku vySetfovaného materialu
rozetfeme na krycim nebo podloZnim skélku, nechame
na vzduchu uschnouti, a po usuSeni jeSté fixujeme bud
teplem nad plamenem nebo fixaénimi tekutinami.

TENSOHIAGER
EALIN & .

14*
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Ve vétsing pfipadl staci pro rychlou orientaci pouze
fixace teplem.

Na takto pfFipraveny material nakdpneme nékteré
z dehtovych (anilinovych) barev. Ponejvice se pouziva:
fuchsinu carbol-fuchsinu nebo methylenové modfi. S vy-
hodou moZno pouZiti soupravy lahvicek s barvami, které
maji zatky s pipetami (obr. 63.).

Nejdllezitéjsi barviva v bakteriologii pouZivana*
Léfflerova methyl, modf alkalickéa :
Konc. vodny roztok methylové modfi 30 ccm

Louh draselnaty 0-01 @
Dest. voda 100 ccm

Doba barveni jest libovoln4, preparat vymyvéame
v 1% kys. octové, pfeneseme do alkoholu, xylolu a do
pryskyfice.

K @{ihne: Methylova modf 1*5 g
Alkohol absol. 10 ccm
Karbol. voda 5% 100 c€cm

Gram m.Barvivo pfipravimetakto: V eprouvetté
protfepeme anilinovy olej s vodou, az povstane emulse,
kterou filtrujeme pfimo do koncentrovaného vodného
roztoku gentianové violeti. Anilinovou vodu vkapujeme
do barvy tak dlouho, az povstane na jejim povrchu ko-
vové leskly povlak.

Takto pfFipravené barvivo nakapeme na preparat,
barvime 1—5 minut, barvivo odkapeme a preparat osu-
Sime filtraénim papirem. Po osuSeni nakapeme nan rychle
Lugollv roztok, ponechame jej %—1 minutu, pfi ¢emz
preparat zhnédne. Potom roztok odkapeme, preparat
opét osuSime filtracnim papirem a pfeneseme k odbarveni
do alkoholu, kde odbarvujeme tak dlouho, aZz preparat
stane se svétle Sedym, naéeZ jej pfeneseme pfes xylol do
pryskyfice.

Weigertova methoda odpovidd Uplné methodé
Grammové, pouze pfi odbarvovani pouZijeme misto al-
koholu smési anilinového oleje-xylolu. Odbarvujeme pre-
parat tak dlouho, pokud odchazeji z ného barevné vlocky,
naéez preneseme ho do xylolu a kanady.

Touto methodou mozno zbarviti pouze bakterie, fib-
rin a plisné, v8e ostatni zlstane nezbarveno, takZe jest.
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nemoZzno postfehnouti ostatni tkdné. Chceme-li miti i tkané
zbarveny, jest nutno dfive preparat ,,predbarviti“ né-
jakou kontrastni cervenou barvou. Nejlépe se osvédcila
kamencovéa koSenila, kamencovy karmin a pirokarmin.

Barveni tub erkulos nich bakterif.

Methoda Ziehl-Nehlsenova. Barvime karbo-
lovym fuchsinem a jako kontrastniho barviva pouZijeme
methylové modfi.

Fuchsin (pro bakterie) 1 g°

alkohol 10 ccm
konc. kyselina karbol. 5 ccm
destillovana voda 100 ccm

Preparat barvime v karbolovém fuchsinu pfi oby-
¢ejné temperatufe 24 hodin, pfi zah¥ati barvy aZz do varu
5 minut. Po zbarveni ponofime preparat do 5% kyseliny
sirové nebo 15% kys. dusi¢né, kde barva témeér okamzité
vymizi, nacez jej protdhneme 70% alkoholem a zbarvime
vodovym roztokem methylové modfe (asi 2 min.). Alko-
hol, xylol, balsam.

Methoda dle Gabe11 a spoCivd v tom, Ze barvime
karbolfuchsinem (Gabett 1.), ktery odbarvime kyselym
roztokem methylové modfi (Gabett I1.).

Pouzivame tudiZ dvou barev, z nichz kontrastni zaro-
vefi odbarvuje. Pfedpis pro Kkysely roztok methylové
mod¥fi :

Methylova modf 2 g,
25% kyselina sirova 100 g.
Nejprve barvime asi 2 minuty Gabett I., omyjeme
ve vodé a barvime asi 1 minutu 1 v Gabett Il., pfi ¢emz

¢ervena barva zmizi. Potom prepardat opét omyjeme
vodou; objevi-li se Cervené zabarveni, barvime jeSté jed-
nou Gabett Il., a pfeneseme pfes alkohol a xylol do bal-
sdmu. Sklicka s natérem po omyti ve vodé usuSime a pfi-
mo uloZime do kanady. Tuberkulosni bakterie jsou zbar-
veny cervené, tkdn modfe. Jako bakt. tuberkulosni barvi
se i bacily lepry.

Czaplevsky. Jemny natér barvi se as 1 minutu
karbolovou gencianou pFi slabém zah¥ati. Opere se vodou
a poleje Lugolovym roztokem na dobu 30—60 vtefin.
Oplachne se vodou, differencuje alkoholem tak dlouho,
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az nevystupuji vice zadné barevné vlocky (asi 1 minutu).
Po pfipadé mozno pfidati jednu kapku anilin-xylolu.
Natér dobarvi se zfedénym karbol-fuchsinem 1 : 10,
(mirné se zahteje). Oplachne se vodou a ususi.

Gonococcus barvi se riznymi barvivy a mozno
jej v néatérech velice lehce rozeznati. Platinovou kli¢kou
rozetfeme kapku podezfelého sekretu (hnisu) na skélku,
na vzduchu osu$ime a zbarvime Ldfflerovou methylovou
modfi.

L an z barvi gonokokky ve smési 1 dilu nasyceného
roztoku fuchsinu ve 2% karbolové vodé a 4 dild nasyce-
roztoku thioninu ve 2 % karbolové vodé. Ve smési téchto
dvou barev ponecha preparat asi % minuty a po oplach-
nuti ve vodé a usudeni ulozi do kanadské pryskyfice.
Gonokokky jsou zbarveny modfe, hnisavé bufiky Cerveng,
epithelie ohnivé Cervené.

Velice vyhodné a rychlé jest barveni smeési Unna-
Pappenheimovou (methylova zelen-pvronin). Po zbarveni
jsou jadra modrozelena, hnisavé bunky svétle cervené,
gonokokkus sviti intensivné Cervene.

DluZzno uvésti, Zze gonokokkus jest gramm-negativni,
nezbarvi se Grammovou nebo Weigertovou methodou
a nutno jej dodate€né zbarviti (vesuvinem a j.).

Plisné barvi se nejlépe Grammem nebo Weigertovou
methodou.

Spirochaete pallida Schaudin. VySe-
tfovani spirochaet fidi se dle materialu; jde-li o vySetfeni
sekretu, mozno natfené a usuSené skélko barviti metho-
dou dle Giemsy (viz tuto), nebo vySetfovati za Cerstva
v temném poli, nebo kone¢né Burriho methodou,
kterou provadime tim zplGsobem, Ze na kapku sekretu
na podloznim sklicku nakapneme kapku tekuté CcCinské
tuSe, kterou se sekretem smisime. Po uschnuti preparatu
jsou spirochaety bilé v Cerném poli. V tkanich barvime
spirochaety methodou Levaditiho. Tenké a malé
kousky organu fixujeme 12—24 hodin v 10% formalinu,
pak pfeneseme material asi na 15 hodin do 96% alkoholu,
z alkoholu do dest. vody, kterou nékolikrdte vyménime,
az fezy klesnou ke dnu. Potom zavésime kousky na niti
v temné ladhvi ve smési :

1-5% vodny roztok dusi¢nanu stfibr. 90 ccm
Cisty pyridin 10 ccm
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V tomto roztoku ponechame kousky pfFi teploté 37°
1—6 dnl, pak je kratce opereme (v 10% pyridinu) a
pfeneseme do Cerstvé smeési: 90 ccm Cerstvé pripraveného
4% vodného roztoku pyrogallolu a 10 ccm acetonu. Z této
smési pfipravime si Zadanou takto:

Pyrogall + aceton 85 ccm
pyridin Cisty 15 ccm

V tomto sloZeni ponechdme preparaty 15 hodin az 2 dni
(ve tmél).

Po redukci stfibra vypirame kousky v dest. vodé,
pfeneseme do alkoholu a zndmym postupem zalijeme
do paraffinu. Spirochaety jsou v fezu cerné, tkan svétle
Zlutohnéda.

R jcci. Jednoduché barveni spirochaety pallidy.
(Lo sperimentale ¢is. 5—6 1922). Autor pouzivd Thymol-
Victoria-Blau od fy Grubler, barviciho roztoku dle pf¥ed-
pisu:

Victoria-Blau 100
Thymoli 0-2 ¢
Methylalkoholi 300 ¢
Ag. destil. 1000 @

Sklicko podlozni s natérem zkoumaného materiadlu
se lehce fixuje nad plamenem, potom se na né nakape
nékolik kapek barviva a zahfiva se lehce az do objeveni
pary. Omyje se, ususi, a pozoruje imersi. VSechny germi
preparatu jsou zbarveny modfe, vice nebo méné inten-
sivné. Treponema paliida pfijima zabarveni oblohy,
které se stdva zfejmé&jSim ve srovnani s jinymi spiro-
chaetami, které se barvi intensivné modFe, skoro fialoveé.
Tato methoda jest rychla a dava jasnéjSi obrazy nez bar-
veni giemsou. Kromé toho méa tu vyhodu, Ze ponechava
intaktnimiformy i rozméry spirochaet, ¢imzjestodstra-
néna hlavni nevyhoda vSech method zaloZenych na
impregnaci stfibrem.

Giemsa, barveni parasitl malarie (Centrbt. f.
Bacter. XX XII. 1902).

Krvi natfend sklicka na vzduchu usu8end a alkoholem
fixovana polozime vrstvou doll na misti¢ku se smési roz-
tokd azuru I. a eosinu.

Prvni roztok jest 0*8 g azuru I. (Grubler) na 1000 ccm
dest. vody, druhy roztok jest 0-05 g eosinu na 1000 ccm
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dest. vody (Eosin Ho6chst extra). Pfed barvenim smisime
10 ccm slabého eosinu s 1 ccm azuru. Barveni trva 15 az
20 minut, nato se sklitka ve vodé oplachnou, na vzduchu
usuSi a montuji do kanadské pryskyfice. ToutéZ methodou
barvi se trypanosoma.

Amoeby ve stolici a jich barveni. Wiener
(Arch. f. Protistenkunde 1918). Maly kousek hlenu pfesune
se lehce na podlozni skélko, na vzduchu ususi a preleje
methyl, alkoholem. Pak vloZi se preparat na 5 minut do
1% jodové tinktury, oplachne ve vodé a obarvi se Loefle-
rovou modfi (as 1 minutu), oplachne se ve vodé a dobar-
vuje se dale slabym eosinem (po 1 minutu). Oplachne se
vodou a ususi filtratnim papirem. Kanadska pryskyfice.

Sikora H. Sériové fezy z Pediculus
vest. a jinych malacophagt. (Arch. f. Schiffs-
und Tropenhygiene).

Fixovani preparatl nejlépe provadime ve smési van
Leeuwen;

12 dild 1% pikrové kys. v alkoholu abs.

2 dily formolu

2 dily chloroformu

1 dil kysel, octové.

Tato tekutina zachovava nejlépe ssavy aparat, vnika
rychle, ale jest nutno bfiSni ¢ast, jakoz i nozky (hlavné
drabky), které pfi Fezani kazi n0z, odFiznouti.

Velice dobfe konservuje téZ sublimat (konc. roztok).

Zalévani.

Samotné zaliti do paraffinu, jakoz i do celloidinu
jest naprosto neupotfebitelné; nutno zalévati do paraffin-
celloidinu dle Apatiho. Materidl se vlozi do 0*5% pak
do 2% a kone€né do 4% celloidinu a utvrdi se v paréch
chloroformu. Pak se odstrani v3echen aether-alkohol
v tekutém chloroformu nacez se vlozi do smési olejd:
4 dily chloroformu (dle vahy), 1 dil karbol. kyseliny
kryst., 4 dily cedrového oleje, 2 dily origanského oleje
a 1 dil abs. lihu. V této smési se ponecha material, jenz
byl v celloidinu zalit, as 3 hodiny; za tuto dobu se 3krate
smés zméni, nadeZ se oleje musi dlikladné vydistiti v ben-
zolu (as po 6 hodin, pFi €emZ se musi benzol nékolikrate
zmeniti). VeSker4 stopa vody musi byti odstranéna, jinak
nastane svraSténi. Nato se vloZi material na 12 hodin do
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paraffinu pfi 57° taveni. Rezy as \\i lepi se na glycerinovy
bilek a ulozi k uschnuti. Barvi se nejlépe Giem sou,
jadra jsou velice dobfe k rozeznani od ostatniho plasma,
a zaroven jsou dobfe zbarveny mikroorganismy. Pfed
barvenim nutno odstraniti paraffin i celloidin z fezd. Je-li
materidl fixovan sublimatem, tu musi se fezy pfenésti
z alkoholu silného do slabSiho az do vody, a pak do
jodkalia. Rezy se barvi po 6 hodin v roztoku Giem sa
(2 kapky na 2 cc vody). Differencovani provadi se za
mikroskopické kontroly nejdfive v neutralnim acetonxy-
lolu (za pfi¢inou odstranéni Cervenych sraZenin) nato
pak v acetonxylolu (20 ccm) s pfidanim 1 kapky 1% uhli-
Citanu sodnatého.

Vogel R. (Zoolog. Jahrb. 1921). Autor uvadi, Ze
obdrZzel dobré Ffezy z pediculus vest. po tvrzeni v 60%
alkoholu, nac¢eZz ve$ byla rozdélena na mensi Casti a tyto
vlozeny do absol. lihu, ktery byl nékolikrate zménén, na
4 hodiny. Z alkoholu byly preneseny do chloroformu,
ktery byl taktéz nékolikrate vymeénén. Poté se do chloro-
formu pfida paraffinu. Chloroform necha se pomalu od-
pafiti a material se pfenese do Cistého paraffinu, co mozno
tvrdého. Tato methoda je velice jednoducha a mozno
hotoviti fezy 3—5 fi.



XV. Sbirani planktonu.

Chceme-li shirati mikroskopickou faunu naSich vod,
potiname si rlizné. Nejjednodussi zplisob je ten, Ze nabe-
reme do lahve se Sirokym hrdlem nebo do hluboké misky
vodu, ve které opirame celé trsy vodnich rostlin. Jindy
vytrhame kofeny vodnich rostlin a oplachujeme je i
s bahnem. Tim zplsobem dostaneme hojnou Kkofist,
o ¢emZ se mlZeme jiZ jednoduchou lupou pfFesvédciti.
Chceme-li sbirati plankton plovouci (na pf. v rybnicich),
zaopatfime si tak zv. safek planktonovy. Tento jest
zhotoven z velmi jemného t. zv. mlynafského platna;
na jeho z0Zzeném konci jest kovovd objimka, do které
mozZno vloZiti a bajonetovym uz&vérem upevniti kovovou
nadobku, ve které jest uloZzena nadobka sklenéna. Sacek
pfipevnén jest k deli dfevéné hllce. Protdhneme-li sacek
vodou, tu pfi vytazeni safku voda odtéka a ve sklenéné
nadobce zachyti se vodni fauna, kterou vylejeme do pfi-
pravené vétsi sklenéné nadobky a loveni opakujeme.
Ilodlame-li prohliZeti faunu v naplavu rybnik{, pouZijeme
sacku, ktery ma dvé sitky, jednu se Sirokymi, druhou
s jemnymi oky. V prvni sitce, s velkymi oky, zachyti se
vSechny velké predméty jako kameny, vétvicky atd.
V druhé sitce zachyti se mensi hmoty a na sténdch tfeti
jen nejjemnéjsi naplavenina s faunou.

Pro faunu jezerni a mofskou jsou sitky rlizné sesta-
veny, hlavné pro loveni v rlznych hloubkach. Takové
sitky opatfeny jsou zadvazim a spouStéji se po provazech
do urcité hloubky, ve které nutno vySetfovati. V zadané
hloubce otevfie se teprve nadobka, po néjakou dobu sitku
tdhneme ve vodé, pak nddobku uzavieme a vytdhneme
nad vodu. Nenf zapotfebi $ife se zmifovati o rliznych za-
fizenich potfebnych pro takova vySetfovani, jelikoz ve
vSech pFimofskych vySetfovacich stanicich jsou veSkeré
pomdicky po ruce.

Mikroskopické vyzkouSeni planktonu déje se za Cerstva
tak, Ze pipetou nakdpneme vodu, ve které naléza se
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plankton, na podlozni sklicko a na kapku pFiloZzime skélko
kryci. Abychom neposkodili pfiloZzenim skélka objektd,
podkladame pod kryci skélko, jak bylo jiz dfive uvedeno,
kousek hedvabného papiru, vlas, tulomek kryciho skélka
atd. (viz vySetfovani za cCerstva).

Chceme-li nashirané organismy konservovati, dluzno
je nejprve pomalu narkotisovati, jelikoZ jinak se v kon-
servacCnich tekutindch k nepoznani zméni. Narkotisujeme
tim zpdsobem, Ze pipetou pfeneseme zvifenu do vody,
ve které jest jen stopa chloroformu. V eprouveté pro-
tfepeme vodu s nékolika kapkami chloroformu, nechédme
ustati. Chloroform se oddéli od vody, slejeme Cistou vodu
a stopy chloroformu v ni obsaZzené staci Uplné k narkose*
Jak dilezita jest narkosa, o tom nejlépe se presvédcéime
na exempléafich hydry (H. viridis, grisea); po narkose
vidime, Ze chapadla zlstala vychlipena a cely Zivocich
jest normalné vytazen, jinak se bez narkosy v konservac-
nich tekutindch stdhne v kuliCku. Nékdy staci na omameni
kouf z doutniku nebo cigarety, ktery foukneme na hodi-
nové skliéko s vySetfovanou vodou, a které jinym skélkem
pfikryjeme, aby kouf neunikal.

Konservaci mozno provésti nejlépe nasycenym vod-
nym roztokem sublimatu s pfidanim Kkyseliny octové;
ku konservovani horkym roztokem staci doba 15 az 30
vtefin, studenym 15 minut az 1 hodina. Potom moZno
pfenésti materidl ihned do alkoholu. Rovnéz velice pékné
konservuje kyselina osmigela.

Barveni Zivych protozoi (viz str. 52.).

Vysetfovani fasinek u rliznych mikroorganism mozno
nejlépe provadéti pFistrojem pro osvétleni v temném poli
(viz str. 35)).



XVI. Zredovani lihu vodou pri 15° C.

Vypodet v tabulce na str. 221, sestaven tak, Ze ukazuje, kolik dilG
vody jest nutno pf¥idati ku 100 dilim zakladniho alkoholu, bychom do-
cilili Zadaného stupné zredéni. Na p¥.: PotFebujeme Iih 70%, zakladni
jest 90%, nutno ku 100 ccm 90% lihu pFidati 31*05 ccm vody; je-li za-

L 6 wi udadva velice jednoduchou methodu ku zfedo-
vani zéakladnich roztokd na uréité procento. Dle ncho
nalijeme do odmérného valce tolik dilkl (ccm) zakladniho
roztoku, kolik procent mé& rozfedény roztok obsahovati,
a rozfedovaci tekutinou naplnime vélec do tolika dilkd
(ccm), kolik procent zédkladni roztok obsahoval. Na pfF.
ze zékladniho 96% alkoholu pofidime 38% zfedéni tak,
Ze ku 38 ccm plvodniho 96% alkoholu nalijeme do 96 ccm,
t. j. 58 ccm vody.
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SEZNAM JMEN.

Abbé 12, 13, 20; -Gv kreslici pFistroj
27; -Ov osvétlovaci pfFistroj 14, 23

Alkohol 62; -ové karminy 134; ~
kys. octovd 62; ~ Ranvierlv 74

Ammoniakalni karmin 134

Ammonium molybdenicum 164

Amoeby ve stolici 216

Anilinovd modF 143

Anilinovy olej 138

Anilinova voda 138

Anthrapurpurin 72

Apathy ~ nervstvo 173

Argentum nitric. osovy valec 148

Assmann granula 182

Babes - safranin 138, 139

Barveni adjektivni 124; ~ centr,
nervstva 148; - difusni 124;
- dvojité 140; ~ mikroorganismu
211; ~ osového valce nerv( 148,
154; * plasmatu bunééného 140;
~ preparat 123; * progresivni
124, 137; ~ regresivni 124; * sub-
stantivni 124; - tuberkulosnich
bakterii 213; ~ tuku 177; - v celku
124; - za cerstva 50

Barviva dehtova (anilinovd) 135;
~ haematoxylinova 126, karmi-
nova 131

Beale ~ zazivani 76

Benda modifikace Van Giesona
143; ~ periferni nervy 153

Bensol 99; - alkohol 99

Berlinskd modF gelatina 191; - roz-
pustnd 190; - injekce 190

Bernard centr, nervstvo 153
Bestllv karmin 176

Bethe neurofibrilly 162
Bielschowski, nervstvo 158,159,167
Bilek k lepeni 117

Bileni 76

Bilkoviny, barveni 185
Biondiho barvivo 144
Bismarkova hnéd 139

Bleu de Lyon 143

Blue-black, gangl. bufiky 161
Boedecker, odvapnéni 71
Boehmer haematoxylin 126

Bornova rekonstr. methoda 199
Botanické reakce a barv. 184
Burri spirochaeta 214
Boneziova tekutina 64
Borax-ferricyankalium 149; ~ -kar-
min 134.
Brunk zalévani 102
Bumpus celloid paraffin 103
Buniéina, reakce 184
Butterfield-granula 182
Batschli haematoxylin 128

Camera lucida 36
Cajal S. R. neurofibrilly 165
Carazzi haematoxylin 128

Celloidin 95; - paraffin 103
Ciechanovski, barveni 180
Clonky21

Conheim, chlorid zlatnaty 170
Corning, neurokeratin 147
Czaplevsky, barv. tbc. bakt. 213
Czokor-ko3enilla 132

¢otky achromatické 27; ~ aplana-
tické 11, 27

Dahlia 139

Damarska pryskyfFice 46
Dantschakoff, Fezy celloid. 111
Dehtova barviva 135
Delafielddv haematoxylin 128
Demonstr. okular 26
Dioxyhaematein 130

Dogiel, nervstvo 173

Drasch, impregnace zlat. 169
D¥evovina, reakce a barv. 184

Eau de Javelle 67, 77

Edingridv pfistroj 39

Ehrlich, gentiana 139; ~ haemato-
xylin 127; * -ova methoda bar-
veni nervl methyl, modFi 171;
modf¥ 52; ~ -0v triacid 144, 180

Elasticka tkan 173

Ellermann, granula 183

Eosin 140

Erlickiho tekutina 59



Fibrin, barveni 176
Field-Martin, celloid. paraff. 103
Fischer 54, 55, 56; ~ granula 182
Fixovani preparati 53
Flemming 54, ~ safranin 138;
-ova tekutina 56
Formol 62, * Kys.
~ Mdllerova tekutina 63,
stranéni sraZzenin 63
Fosfaty, barveni 72
Frankel-fibrin 176; ~ nervstvo 152
Frey, haematoxylin 127
Fysiologicky roztok 45

pikrovad 64,
* od-

Gabett, barveni tuberk. bakt. 213

Gangliové bunky spinalni 161
e bunky centrani 160

Gauk lepeni Fezd 118

Gehutchen van, gangl. bufiky 161

Gelatina 47; ~ cisténi 47; ~ injekce
188; - stfibrna dle Hoyera 192;
~ -ové plotny karninové dle
Krause 189

Gentianova viollet 139

Gillsonova tekutina 161

Giemsa, barveni 180

Giesbrecht, lepeni Fezl paraff. 117

Gieson van, smés barev 142

Glycerin 45

Golgiho methoda 162

Gonococcus 214

Gramm barveni mikrobl 212

Greenough, stereosk. mikr. 25

Grenacher, bileni 77; ~ borax kar-
min 134; ~ Mayer, karmin s kys.
solnou 135

Gummovy roztok k lepeni Fezll 117

Haemacalcium Mayer, 128

Haematein 129

Haematoxylin Béhmer 126; ~ Dela-
fied 128; - Hensen 129, - jodjod-
kali 128, ~ kamencovy Frey 127,
~ Kultschicki-Wolters 131, - ky-

sely, Ehrlich 127, ~ Rochl 72,

~ Weigert 130, - zrani 126
Heidenhain, barvivo 144
Heimstaedt, stereo-mikroskop 26

Helly - impregnace 162, ~ granula
183, - Maximova tekutina 61

Henningsova tekutina, cliitin 68

Hensen, haematox. 129, * koSe-
nifla 132

Herringliv pfistroj, injekce 166
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Hermann, dehtova barviva 123,
-ova tekutina 61

Hofker, fixace 66

Hoyer, gelatina stfibrna 192

Hyalin, barveni 176

Chilesotti, barveni os. valce 154,157

Chitin 67

Chloralhydrat, macerovani 75

Chlorid zlatnaty 169

Chromatickd vada 11, 27

Chromo-kamencovy dioxyhaematein
130

Chromova kyselina 59, 74

Chromogen 168

Illuminator 25
Immerse 15
Impregnace chlorid,

osovych valct 158
Indig-karmin 144
Indulin 142

zlat. 169, ~

Injekéni methoda mikroskop. 187,
* pro vySetfovani Roentgenem
198

Injekéni pFistroj Herringlv 194,

- Ludwiglv 193, * RanvierQv 194

Jano$ik 54

Jednoduchy mikroskop 19
Jehly preparacni 43
Jennerovo barvivo 179
Jodserum 45, 75
Jodjodkali Lugol 176

Kanadsky balsam 46
Kapka visutad 52

Kaplan, centr, nervstvo 156
Karmin 131, - BestOv 176, ~ bo-
raxovy 134, ~ gelatina, injekce

187, ~ kamencovy 132, * s kys.
solnou 135

Karmkamenec 133

Kaiserling 67

lvlebsGv ndz 52

Ivleinebergova tekutina 64

Kofler, montovani preparatd 46

Kollageni vazivo, barveni 175

Kolofonium benzol 47

Komorova voda 45

Kom(rky na zalévani 100

Korek, reakce a barveni 185

Kosenilla ¢erna, Hensen 132 ~
Czokor 132
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Kosicky na serie 121

Krause, gelat. massa cerv. 189

Kreibisch, rongal. bél 172

Kreslici pFistroj Abbé 37

Krevni preparaty susené 177, * za
Cerstva 51

Kryci skélka 14, 15, 90

Kulme, impreg. zlat. 171, - meth.
mod¥, bakterie 212
Kultschicki, barveni 152, ~ Wol-

ters, haematox 131, ~ tekutina 59
Kuskow, zazZivani 7G
Kyselina dusitna 62, - macer. 74,
~ Fedéni 71, ~ chromova 59 -~
octovd 45, ~ octova-chromova
60, ~ octova s osmicelou 56, ~
osmiceld 56, * pikrova 141, ~ pi-
krova sirova 64, siric¢ita 71, si-
rova 75, ~ solna macer. 74, * solna
odvapnéni 71, ~ solna bileni 77,
~ trichloroctova 66

Lanc, gonococcus 214
Latky pfFechodné, paraffin 99
Lenhossek, gangl. bunky 161
Lepeni FezG celloid., bilek 111
~ paraffinovych nezbarvenych 116
~ barvenych 116

Levaditi, spiroch. pallida 214
Lih, Fedéni 220
Lithiovy karmin 135
Lithium carb. Weigert 150
Locle, barveni granul 181, -
dasy 183
Lopaticky 44
Louh draselnaty,
Lofflerova meth.
212
Loéwit, chlor. zlat. nervy 170
Loéwi, Fedénf lihu 220
Ludwiglv injekéni pfFistroj 193
Lugoldv roztok 176
Lupy 19

oxy-

macer. 74
modfF. alk. 178,

Macerovani 73

Magnesia karmin 133

Mallory, osové valce 155

Mann, gangl. buiky 161

Marchiho methoda, nervy 154

Martinotti, elasticka tkan 173, ~
granula 181, ~ nervstvo 161

Maximova tekutina 58, * Zenker 58

May-Griinwald 182

Mayer P., bileni chlorem 76, ~ bilek
k lepeni 117, - haemacalcium 128,
~ karmkamenec 133, ~ indig-
karmin 144, ~ magnesia karm.
133, - odvapnéni 71, ~ para-
karmin 135, ~ triacid 145

Metachromasie 125, 145

Methylovy alkohol, macer. 74

Methylenovd mod¥ 146

Methylova zelef 140

Michaelis, paraffin 119

Mikrofotografie 205, ~ Zeiss ultra-
fialové paprsky 209

Mikrometer okuldrni, objekt. 16,
18, 40

Mikroskop 20, 25, * ultra 34

Mikrotom 80, - Albrechtliv 82, ~
Beckertv 83, - Jungdv 81, -~
Minotdv 86, - Ranvierliv 80,
« Reichertllv 82, ~ RivertQv 81,
~ Rocking 85, - noze 88, ~ Sar-
torius 88

Méllendorf v., barveni 175

Montovani preparatd 90, ~ velkych
fezll 94

Mov¥idlo Weigertovo 149

Mucin, barveni 176

Mdller v. barveni krve 179

Mdllerova tekutina 59, -
63, 74

Myelin, osmium 147, * Weigert 148

formol

Nabias, centr, nervstvo 157

Narovnavaé Fezl paraff. 120

Narovnani ¥ez( paraff. na teplé
vodé 119

Nativni preparaty 53

Neapolska vodni lazen 102

Némec, barveni Skrobu 186

Neurofibrilly 162

Neuroglia 168

Neurokeratin 147

Nigrosin 143

Nissl, gangl. bunky 160

Numericka apertura 12

Objektivy 10, ~ achromatické 29,
- apochromatické 29, * immersni
30, ~ korrekéni 30, - semiapo-
chromatické 31

Oberhauserova komora kreslici 36

Oetan médnaty neutr. 149

Odbarvovani (bileni) 76



Odbarvovaci tekutina Weigertova
149

Odvapnovani 69

Okajima, barveni tuku 177

Okular, Huygensky 28, ~ kompen-
sacni 12, - mikrofotograf. 28,
- periplanaticky 28, projekéni 28,
~ demonstraéni 26

Olej bergamotovy 46, - cajeputovy
160, ~ hvebickovy 46, * origan-
sky 46

Olt lepeni Fezu celloid. 112

Orameckovani preparati glyc. 93

Oranz G. 142

Organy lymfoidni, barveni 180

Orthova fix. tekutina 63

Orthlv lithium karmin 134

Osmiceld kyselina myelin 147

Osovy véalec ~ nervy 147

Oxydasy 183

Oxvfilni granula, Loele. 181

Pal-Weigertova methoda 150
Panehrom, barveni 181
Pankreatin, zazivani 76
Pappenheim barveni 181
Pappenheim-Unna 141
Parabolloidovy kondensor 35
Paraffin 98, * pasky 114, - celloidin
103
Parakarmin 135
Parker fixace metli,
Pepsin 76
Perenyova tekutina 62
Peroxydasy 184
Peterfi, cel. paraf. zalévani 104
Phloroglucin, odvapnéni 71
Pikrova kyselina 64, 71, - filtr 208
Plankton sbirani 218, - konservace
219
PodloZni skélka 90
Pochod zalévani do celloidinu 98,
- celloid.-paraffin 103, - zhoto-
veni trvalych preparati 91
Polarisa¢éni pFistroj 41
Polychromovd modf¥ 145
Prepara¢ni jehly 43
PryskyFice, reakce a barveni 185
PFesné méfeni mikroskop. 40
P¥iprava barev 125, - pro injekci
187, - materidlu pro injekci 196,
- pro Fezani z paraffinu 112
PFifezavani paraffinu 113

mod¥e 173

Rejsek, Mikroskopicka technika.

P¥istroje k injekci 193, - ke kres-
leni 36, - mikrofotogr. 205

Prostfedky fixaéni 56

Purpurin 72

Pyrogalol dle Kossa 72

Rabi, lepeni Fezli 118, -ova teku-
tina 60

Ranviér, ammon. karmin 134, -
alkohol 74, ~ dehtova barviva
123, - chlorid zlatnaty 170, ~

mikrotom 80, - pikrokarmin 75
Rathova tekutina 65
Ravitzova tekutina 64
Reichertlv mikrotom 80
Rejsek, pfimé barv. deht. barv. 137
Rekonstrukéni methody 199
Revolver 24
Rhumbler, barveni 145
Ricci, barveni spiroch. pal. 215
Rosin, barveni centr, nervstva 152
Rubaschkin, celloid. serie 111
Rychla methoda lepeni Fez(i 119

Redé&ni lihu 220
Rezani z paraffinu 118, * z celloid.
105

Safranin 138, 173

Salmon, anthrapurpurin 72

Sartorius, mikrotom 88

Scarpatti, centr, nervstvo 157

Seller indigokarmin 144

Sériové Fezy, z celloidinu 107,
z paraffinu 118

Sérum jodové 46, ~ umélé 45

Sférickd vada 10, 27

Sikora, Fezy malakofagl 216

Silsen - zalévani, aceton 102

Skélka podlozni a kryci 14, 15, 90

Sklenéné nadobky 44, - uhly k za-
lévani 100

Specielni barveni 146

Spirochaeta pallida 214

Stabilit 113

Stinitka 21

Stolek ke kresleni 38

Sublimat 60, - odstranéni krystalQ
61

Sudan Ill. barveni tuku 177

Svorky objektni 84

Schaffer, odvapnéni 69, 73

Schallibaum, lepeni 116

Schnitzler, barv. nerv( 151

15
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Schriede, barveni 181

Schussik, prikaz vapna 72
Sternberg, barveni 180

Stoelzner, prikaz Zeleza v fezech 177
Strasser, lepeni Fez( 116

Strébe, nervstvo 155

Skrob, mikr. reakce a barveni 185

Tanzer, elast. tkan 173

Tekutina, pozorovani za Cerstva 45,
~ Lowiho, ~ Perenyova, * Mdlle-
rova atd. viz dle jména

Tellyesniczky 53, 56

Tepelna skFin mikroskop. 33

Thermoregulator 101

Thermostat 101

Thionin 139

Thoma, odvapnéni 71

Tmavé pole 35

ToDuidinovd modf¥ 139, * Bethe,
neurofibrilly 164

Tonkoff, anil. mod¥. 143

Triacid, Mayer 145, - Elirlich 144

Trichlor - octova kys. 66

Trvalé preparaty 91, - v glyce-
rinu 47

TrFislovina, reakce mikrosk. 185

Tuk barveni 177

Uhel otevFeni, ¢ocky 10, 27

Ultrafialové svétlo 209

Ultramikroskop 34

Umeélé sérum jodové 45,
75

Unna, barveni mucinu 176, vlaken
kollagen. 175, ~ bileni 77, elas-
ticka tkan 174, -» peroxydasy 184

Upevnéni noze 85

~& slina

Vady po zaliti do celloidinu 106,
- celloid. ¥ezl sériovych 110, ~
pfi hotoveni trvalych preparatd
92, * pFi Fezdni z paraffinu 114,
~ sériovych Tezd paraff. 121

Vapno, priikaz v Fezech 72

Vasielevsky 54

Verocay, formol. srazeniny 63
Vesuvin 139

Visutda kapka 52

Vogel, Fezy z pediculus vest. 217
Volker, modifikace barveni V. Gic-

sonem 142

Vybrusy kosti zubu 77
Vysetfovani blan 49, - za cerstva

48, - krve za cerstva 51
Vytéapéci stolek 33

Wassermann, celoid. paraf. 104

Weigenreich, fixace krve 178

Weigert, barveni bakterii 212, -
barveni fibrinu 176, ~ celoid.
serie 110, ~ elastin 174, ~ barveni
nervstva 148, ~ barveni nervstva
bez odbarveni 149, ~ neuroglia
168, ~ haematoxylin 130

Wiener, amoeby ve stolici 216

Woltcrs, osovy valec 152, 156

Wolters-Kultschicky, haematoxylin
131

Xylol 46, ~ anilinovy olej 46, -
karbol. kyselina 111

Zalévani do celloidinu 95, ~ celloid.
paraffin 103, ~ do paraffinu 98

Zazivani 76

Zelenn methylova 140

Zenkerova tekutina 58

Zetnoff, filtr svételny 208

Ziehl-Nehlsen 213

Zieler, granula 182

Zimmermann, barv. dfevoviny 184

Zorné pole 16

Zrcadlovy kondensor 35

Zubni email, odvapnéni 71

ZvétSeni v mikroskopu 16

Zwaardemaker, safranin 138

Zelerity haematein Hensen 129
Zele'o v Fezech, pitkaz 177
Zlutovod. kapildiy, barveni 180
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