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Ú V O D .

Na  přání, z různých s tran  pronesená, abych  napsal 
příručku  mikroskopické techniky, ve k teré uvedl bych  vše, 
co po m nohaleté  praksi pokládám  za nejvýhodnější a 
nejdůležitější, odhodlal jsem se ta k  učiniti. V české lite ­
ra tu ře  nem ám e většího odborného díla, pouze prof. Dr. 
Srdínko ve své učebnici histologie uvádí s ta ť  o m ikro­
skopické technice histologické. Vím, že nepřináším  vše, 
co od let osmdesátých minulého století v  to m to  oboru 
bylo uveřejněno. Hleděl jsem  v prvé řadě k tom u, abych 
uvedl jen  skutečně osvědčené m ethodv, o jichž dobrých 
a spolehlivých výsledcích z v lastn í zkušenosti sám jsem 
se přesvědčil.

Celou lá tku  rozdělil jsem na jednotlivé oddíly; všude 
tam , kde to  za nu tné  pokládám, uvádím  u jednotlivých  
m et hod chyby, k teré nej častěji při práci vznikají, jakož 
i způsob, jak  možno se jich v y v aro v a ti  event, je od­
straniti.

V oddíle ,,o fixování44 a ,,barven í44 p repará tů  uvádím  
názory  různých  badatelů , jelikož m ám  za nutné, aby  
pracovník  s jich úsudky byl seznámen.

O devzdávám  knihu tu to  veřejnosti, pracovníkům  
v histologickém badání, s t ím  přáním , aby  se s ta la  sku ­
tečnou  příručkou.

V P r a z e ,  v lednu 1920.
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PŘ E D M L U V A  K  D R U H É M U  V Y D Á N Í 

M IK R O S K O P IC K É  T E C H N IK Y .

P rvn í vydání té to  kn ihy bylo během jednoho roku 
úplně* rozebráno, což jest zajisté nejlepším důkazem, že 
knihy bylo jistě zapotřebí.

N a přání n ak lada te ls tv í  podávám  veřejnosti d ruhé 
vydání, ve k terém  se snažím přinésti některé kapitoly úplně 
nové, jiné jsou doplněny a rozšířeny.

O devzdávám  druhé vydání mikroskopické techniky 
veřejnosti s t ím  přáním , aby  nalezlo téhož přijetí jako  
vydán í první.

V P r a z e ,  v kvě tnu  1927.
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I. O lomu světelných paprsků a o vzniku obrazu 
v čočkách.

Dříve, než přistoupím e k popisu m ikroskopu a o s ta t ­
ních přístrojů, nu tno  si uvědom iti základní pojm y o lomu 
světla a jeho uchýlení vůbec a zvláště tehdy , prochází-li 
různým i čoěkami. ( -g

J a k  známo, prostoupí-li pa- j
prsek světelný z prostředí řidšího _ ---------
(vzduchu) do prostředí hustšího ~V~ . i \ i  -
(skla) nebo opácně, uchýlí se, ~~ — r~~
říkám e : s v ě t l o  s e  l á m e .  ' j
N a přiloženém obrazci (obr. 1.) I nvz
vidíme ten to  postup lomu; pa- A
prsek A B ,  jenž probíhá v  kolmici ob r .  i .

ke sklu, p rostupuje tím to , aniž
by se uchýlil. J in ak  paprsek a , k te rý  dopadá šikmo na sklo
v místě a1, uchýlí se, přecházeje ze vzduchu do skla. ke 
kolmici, k terou  si vedeme v  bodě vs tupu . Při prostupu  
ze skla do vzduchu láme se opět, a to  tak , že uchýlí se
od kolmice v  bodě v ý s tupu  při a-.

Postup paprsků světelných v čočkách.

N a plankonvexní ěoěku dopadají paprsky  a, b, c 
(obr. 2.). Paprsek  b, k te rý  dopadá kolmo na ěoěku, p ro ­
chází tou to , aniž by se uchýlil v bodě d, a při vý s tu p u  
z ěoěky jde dále bez uchýlení. P aprsek  a, poněvadž do­
padá kolmo na sklo (na plochu), postupuje dále ěoěkou

a
k

bez uchýlení, avšak  v bodě 1 při 
vý s tu p u  láme se od kolmice k  a 
v dalším postupu  pro tíná střední

ó. p paprsek v  bodě O. S tejně ta k
chová se paprsek c, k te rý  při 
vý s tu p u  z ěoěky tak též  se láme 
od kolmice a pro tíná  střední p a ­
prsek opět v bodě O. Veškeré

c

Obr. 2.
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paprsky  světelné dopadající na ěoěku mezi body a , c, lámou 
se a sbíhají se v  bodě O. Poněvadž v  paprscích světelných 
jsou i paprsky  tepelné, k teré se soustřeďují v  bodě 0 , n a ­
zývá se bod ten  ohnisko —  focus. Vzdálenost tohoto  bodu 
od ěoěky nazývá se ohniskovou vzdáleností ěoěky, a p a ­

prsek postupující středem ěoěky, 
~ k t e r ý  nevykazuje žádné úchyl-

 Í-VV-"* \  ky, nazývám e optickou osou
6 '_____ °- | ěoěkv. Veškeré paprsky, k teré

\  ! iieProcházejí středem  ěoěky, se
T  z. Xy • k. /  lámou, a to  t ím  více, ěím jsou

vzdálenější od centra, t. j. bližší
Obr. 3. k okraji ěoěky.

V ěoěce bikonvexní (spojce) 
dochází ke dvojím u lomu, a to  jak  při vs tupu , ta k  i při 
výs tupu  paprsků z ěoěky. Paprsky  a, b, c (obr. 3.) dopa ­
dají na ěoěku; paprsek a při v s tupu  do ěoěky se láme 
v bodě 1 ke kolmici (01), při v ý s tupu  se uchýlí od kol­
mice (0 xk) do bodu O, to též děje se s paprskem c. P a p r ­
sek 6, jdoucí středem ěoěky, postupuje bez uchýlení.

Vznik obrazu čočkou bikonvexní.

Z dříve uvedeného vidíme, že všechny paprsky v y ch á ­
zející z jednoho a téhož bodu lám ou se při p rostupu  
ěoěkou, a opět v jednom  a tém že bodě se sbíhají. Na to m to  
základě možno si vy- 
světliti vznik obrazu £
ěoěkou. P ředm ět může
se nalézati v r ů z n é -----
vzdálenosti od ěoěky. 
buď mezi ní a ohniskem, & 
nebo za ohniskem. Při- o b r .  4.
hlédneme k případu,
kde se předm ět a b (obr. 4.) nalézá za ohniskem. Z bodu a 
v s tupu je  paprsek do ěoěky, láme se nejdříve ke kolmici 
a  při v ý s tupu  z ěoěky se zase uchýlí, a to  od kolmice do 
ohniska 0 '  a postupuje dále. Totéž se děje s paprskem b, 
kde paprsek se d v ak rá te  lomí a prochází poté rovněž 
ohniskem. Z obou bodů a, b jdou rovněž paprsky, které 
projdou středem  ěoěky, aniž by se uchýlily , a v dalším 
postupu  kříží se s paprsky procházejícími ohniskem, a to  
v  bodech  a', b'. Tak povstal obraz a b, a to  obraz obrá-



ceny, skutečný, k te rý  možno na m atnou  skleněnou desku 
zachy titi  (komora fotografického aparátu). Tento  obraz 
u mikroskopu vzniká v objektivu.

V druhém  případě nalézá se p ředm ět mezi ěoěkou a 
je jím  ohniskem. Z bodů a ,  b (obr. 5.) dopadají paprsky 
na ěoěku, lámou se do ohniska 0 '  a pokračují dále zá­
roveň s paprsky jdoucí mi .. ď  
s tředem  čočky, k teré se Ar* ^  
nelámou. Prodloužíme-li • .
si ty to  paprsky  ve směr j i
kde se nalézá předm ět, \ 0 f  ^ -
tu  křižují se v  bodech I
a '9 b \  Pohlížíme-li do lu- [ J
pv, tu  se zdá, že paprsky i . .. V
vycházejí z obrazu před- 
m ětu  a ne z předm ětu  "" b1 
samého, vidíme obraz ob r . 5 .

zdánlivý, virtuelní obraz
zvětšený, přímý. Tento  případ odehrává se v okuláru 
m ikroskopu. N a základě těch to  dvou pouček: 1. z p řed ­
m ětu  nalézajícího.se za ohniskem dává  čočka bikonvexní 
skutečný  či reelní obraz, a za 2. z p ředm ětu  nalézajícího 
se mezi ohniskem a čočkou (spojkou) vy tvoří se obraz 
v irtueln í, zvětšený, možno si sestaviti t .  zv. dioptrický 
mikroskop. Tento  sestává ze dvou bikonvexních čoček, 
jejichž optické osy se kry jí v jedné linii (tvoří společnou

6

o

B

pouklé čočky, vznikne 
skutečný  převrácený 
obraz a' b \  k te rý  m ož­
no na mdlou desku za- 
chy titi .  Očnicí B  d ívá­
me se na obraz a1 bl, 
k te rý  byl p rom ítnu t 
mezi ohnisko a čočku

osu). Čočka A  (obr. 6.), 
k te rá  jest blíže předm ě­
tu , nazývá se objektiv, 
čočka B , k terou  pohlíží­
me na obraz čočkou A  
vy tvořený , nazývá se 
okulár (očnice). Z před­
m ětu  a b, k te rý  nalézá 
se za ohniskem silně vy-

skuteěný

Obr .6.
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okuláru, a t ím to  okulárem zvětšíme sku tečný  obraz ob­
jek tivem  povsta lý  (a "  fc").

M ikroskopické objektivy.

O bjek tiv  m ikroskopu, jak  možno nejlépe se přesvěd­
čiti na  průřezu  (obr. 7.), ses tává  z několika čoček různě 
broušených a různého zakřivení. Všecky čočky dohrom ady  
tvo ří  jed n u  bikonvexní čočku o malé optické délce, a  
všecky musí b ý ti  ses taveny  v  jedné a  téže ose. T a k to  
sestavená čočka m usí v y tv o ř i t i  sku tečný  obraz předmětu,, 
k te rý  se nalézá za ohniskem.

J a k  již bylo uvedeno, všecky paprsky* 
dopadajíc í na  čočku, m ají se lám ati  v  oh­
nisku. P rax e  však  ukázala, že to m u  t a k  
není. T a to  fysikální poučka p latí jen p ro  
čočky s velice m alým  zakřivením , to tiž  
pro tv ,  k teré  představují úseky  koulí o ve­
likých poloměrech, nebo pro  čočky velice 
tenké . P ř i  čočkách s m alým  poloměrem* 
velice zakřivených, vidíme, že pap rsk y  
procházející okra jem  čočky, lám ou se 
daleko  více než paprsky  blíže optické osy 
procházející. U čoček ta k to  sestavených

obr. 7 . nevy tvoří se jedno  ohnisko, nýbrž  celá 
řa d a  ohnisek, v las tn ě  ohniskový prostor. 

N ásledkem  toho  není obraz čistý, zřetelný, a čím 
v ě tš í  zakřivení, t ím  ostrosti a zřetelnosti ubývá. V adu 
tu to  nazývám e s f é r i c k o u  a b e r a c í .  Této  v a d ě  
možno odpomoci různým  broušením  jedno tlivých  čoček 
o různých  poloměrech, nebo zmenšením uhlu  otevření 
čočky (to  jes t úhel, jehož vrcholem  jes t ohnisko a jehož 
ram ena tv o řen a  jsou paprsky  jdoucím i okraji čočky).

Však tím , že zmenšíme úhel otevření, to tiž  tím , že 
odstraním e veškeré pap rsky  okrajem  čočky procházející* 
ztrácím e velice m noho na světle. T ak  jedno zlo nahrazujem e 
druhým , a poněvadž zvětšením  u b ý v á  světlosti v  k v ad ra ­
tickém  poměru, n u tn o  při silném zvětšení použiti co možno 
ne jvě tš ího  otevření uhlu, aby  p ředm ět byl dostatečně 
osvětlen.

Dříve již bylo uvedeno, že veškeré paprsky , p rochá­
zející bikonvexní čočkou, lámou se do ohniska; nebyl v šak  
b rán  zřetel k tom u, že se t a k  děje jen s pap rsk y  světel-
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nými a že každý světelný paprsek jest složen z různých 
barevných  paprsků, ze k terých  m á každý jinou délku 
vlny. Čočku možno považovaťi za systém hranolů, při p ro ­
s tupu  lámou se paprsky a vy tvoří celé barevné vidmo, 
z nichž paprsky červené lámou se nejméně, fialové nejvíce 
(obr. 8.). Následkem toho utvoří se pro různé barevné 
paprsky různá ohniska, povstává několik ohnisek, obrazy 
předm ětu  se tud íž  nekryjí přesně, při čemž obdržíme na 
okrajích obrazu barevné orámování. T uto  vadu  okrajového 
zabarvení nazývám e c h r o m a t i c k o u  v a d o u .  Této  
vadě dá se odpomoci spojením dvou čoček, a to  jed n é  
bikonvexní a jedné konvex-konkávní, z nichž každá jest 
zhotovena z jiného skla, a to  jedna ze skla korunového* 
d ruhá flintového. Po- ,
něvadž každé sklo 
má jiný  lom, vyrovná 
se poněkud vzájem ně 
lomivost paprsků, a 
čočka stává  se achro- 
m atickou.

Touto kombinací 
různě broušených a obr. 8.
z různého skla sesta­
vených čoček korriguje se vada  chromatická. Vidíme-li 
u tak to  kombinovaných čoček, hlavně za dopadu poně­
kud šikmo napadajících paprsků, m odravou část spektra  
na okrajích, tu  pravíme, že čočka jest překorrigována, vi­
díme-li však, že převládá červená nebo žlutá část spek tra  
na okrajích, pak jest čočka podkorrigována.

Čočky, u nichž jest dle možnosti odstraněna jak  sfé­
rická, ta k  i chrom atická vada, nazývám e čočkami aplana- 
tickým i. Vada sférická není však u ta k to  kom binované 
lupy aplanatické úplně odstraněna pro všechny paprsky 
na čočku dopadající, nýbrž jen pro paprsky dopadající 
v určitém  uhlu. Čočka ap lanatická má 2 body, pro k teré 
jest aplanasie úplně vyrovnána a které nazývám e apla- 
natickým i ohnisky jedné čočky. Pro všechny ostatn í p a ­
prsky, dopadající v jiném směru, pod jiným uhlem, jes t 
čočka buď pře- neb podkorrigována.

Kombinace čoček.

Vezměme kombinaci tří čoček, střední bikonvexní ze­
vních plankonkávních, tu  vidíme, že obě ohniska nalézají
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se na téže straně čočky, a proto hodí se ta to  kombinace 
pro  obyčejné lupy. Je-li kombinace taková , že vnitřn í 
čočka jest bikonkávní a obě zevní bikonvexní, tu  aplana- 
tická  ohniska jsou na  různých s tranách  čočky, a té to  
kombinace se s výhodou užívá pro projekční apará ty . Aby 
nevyrovnala ta to  vada , musela by různá skla (flintové a 
korunové) a jich lomivost bý ti taková, aby  paprsky p ro ­
cházející konkávní čočkou, k terá  láme paprsky v opáč- 
ném směru než bikonvexní, v každém bodě obou čoček 
navzájem  si odpovídajících byly lám ány úplně souběžně. 
P aprsky  v  konvexní čočce poblíž okraje lámou se nejvíce, 
m usely by se tedy  v čočce konkávní lám ati nejméně, a 
opě t ve středu, kde jsou lám ány nejméně, musely by se 
v  konkávní čočce lám ati nejvíce, aby se vyrovnal lom 
obou míst jak  na okraji, ta k  i v centru. Poněvadž ale lom 
a rozklad paprsků na barevné spektrum  není souběžný, 
tu  docházíme k tom u, že čím dokonaleji odstraním e vadu  
chrom atickou (různým  sklem, broušením), tím  více zvětšu ­
jeme vadu  sférickou a naopak. V praxi není možno docíliti 
naprostého odstranění obou vad. Abbé nazývá tu to  vadu , 
k te rá  povstává odstraněním  chromasie pro všechny p a ­
prsky mimo centrální na úkor vady  sférické, chrom a­
tickou differencí sférické aberace. Avšak i té to  vadě 
hledí se odpomoci, a to  kombinací čoček v horní a dolní 
polovině objektivu. K aždá z té to  poloviny musí bý ti pro 
sebe korrigována. Odstraní-li se sférická vada, zbývá ještě 
chrom atická; střed  jest vyrovnán, ale poněvadž modré p a ­
prsky  dávají větší obraz než červené, vidíme na okraji 
m odré zabarvení, díváme-li se obyčejným okulárem do 
mikroskopu. Aby se té to  chromasii odpomohlo, staví se 
okuláry  tak , že kombinací čoček v okuláru zvětší se obraz 
paprsků  červených více než m odrých a pak  oko vn ím á 
obraz nezbarvený. Okuláry ty to , poněvadž kompensují 
urč itou  vadu, nazývají se okuláry kompensační. Těchto 
okulárů používá se při objektivech apochrom atických a 
bývají vždy hotoveny k urč itým  objektivům , aby  sku­
tečně kompensovaly jejich vadu.

Numerická apertura. — Rozlišovací schopnost objektivu.

Velmi důležitou složkou v mikroskopii jest t .  zv. 
rozlišovací schopnost objektivu, k terá  jes t odvislá od n u ­
merické apertury . Iv správném u pochopení té to  num .



aper. m itno si uvědom iti, že mikroskopické vyšetření děje 
se h lavně za prostupujícího osvětlení, při čemž vyše třované  
objek ty  jsou průsvitné. Prostupujíc í paprsky  dopadají na 
p repará t,  jsou na  neprůsvitných  místech zadržovány, na  
jiných m ístech jsou částečně propouštěny. Leč větš ina  
paprsků  na okrajích různých  tkán í,  (které tvoří jakési 
mřížkování), se láme, dochází k lomu a interferenci sva- 
zeěků světelných paprsků, k teré  vy tvoří celé duhové 
spektrum . Jd e  tud íž  o cen tráln í bílý svazek světelný a  
kolem něho o svazečky různě silně lám aných paprsků,, 
k teré  v y tv áří  barevné spektrum . (Velmi dobře možno 
ten to  úkaz pozorovali při silnějším zvětšení na  „pleuro- 
sigma angul.“ a jiných diatom aceích, jichž pancíř sestává 
z velice jem ného mřížkování. Odstraníme-li okulár a po- 
hlížíme-li do mikroskopu, tu  vidíme nad  objektivem  obraz, 
kde vedle ěistě bílých míst spatřím e nejkrásnější duhové 
zbarvení.) J a k  Abbé  dokázal, možno jen teh d y  docíliti 
přirozeného obrazu velmi jem ných s t ru k tu r  mikroskopic­
kých, když vedle centrálního svazku světelného i okolní 
uchýlené svazečky jsou’ zachyceny objektivní čočkou.

Čím jemnější s tru k tu ry  nalézám e v  preparátech, tím  
více se světlo na s trany  láme, a  tu  jest jasno, že rozlišo­
vací schopnost ob jek tivu  jes t závislá od úhlu tvořeného 
optickou osou a okrajovým i paprsky, k teré  může objektiv  
ještě zachytiti  (úhel otevření objektivu). Dle Abbého jest 
rozlišovací schopnost složitého mikroskopu úm ěrná sinu 
z poloviny úhlu otevření objektivu. T ento  poměr se zove 
,,num erická ap e r tu ra  ob jek tivu46. N um erická ap e rtu ra  jes t 
tud íž  měrou rozlišovací schopnosti objektivů. Je-li U úhel 
otevření, n  index lomu prostředí mezi skélkem a objek­

tivem , ta k  jes t n. a. =  n  . sin  P rav id lem  se počítá

již předem  s polovicí sinu úhlu otevření a značí se aper­
tu ra  =  n  . sin  U. U suchých objektivů, kde nalézá se mezi 
skélkem a objektivem  vzduch, může býti ap e rtu ra  n a ­
nejvýše 1, p rak tické použití vykazuje  však  apert. 0*95. 
U vodní immerse, kde jest index lomu vody 1-33, m ůže 
býti apert. nejvýše 115 , u homogenní immerse, kde za pro ­
středí slouží cedrový olej, jehož index lomu jest 1-515, jest 
ap e rtu ra  1-40. Použijeme-li šikmého osvětlení prepará tu , 
možno rozlišovací schopnost objektivu ještě zvětšit i. Obdr- 
žíme-li při obyčejné apertuře  objek tivu  nejmenší dosaži­
te lnou  jasnost elementů 0-0004 mm, možno při šikmém
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osvětlení dosáhnouti ještě ostrosti e lementů 0 0002. T o ­
hoto  šikmého osvětlení možno použiti jen ve specielních 
případech.

Jaký vliv má krycí skélko na prostup světelných paprsků?

P aprsek  světelný, odražený od zrcadla, dopadá 11a 
skélko, a poněvadž přichází z prostředí řidšího (vzduchu) 
do hustšího (skla), uchýlí se ke kolmici, při v ý s tu p u  do 
v zduchu  láme se od kolmice (obr. 9.). N a obraze vidíme, 
že čím šikměji dopadá světelný paprsek na  spodinu skla, 
t ím  více se uchyluje při výstupu . Prodloužíme-li si směr 
vystupujíc ích  paprsků, vidíme, že paprsky  blíže středu

Obr. 9 .

prostupující pro tínají  se se střední osou v m ístech níže 
uložených (p') než paprsky  šikmé p ", a styčné body budou 
t ím  výše uloženy, čím paprsky  jsou šikmější. Tím povstává 
celá řa d a  bodů, to tiž  obraz p ro tažený  od s tředu k okraji, 
t .  j. dochází rovněž ke sférické aberraci. Avšak srovná­
me-! i lom paprsků  ve spojce, kde dochází ke sférické abe r ­
raci, vidíme, že paprsky  blíže okraje prostupující více se 
lám ou a obraz zdá se b ý ti  uložen hlouběji, čím blíže 
k centru, t ím  méně se lám ou a obraz se jeví výše, tud íž  
p rav ý  opak od lomu ve skélku krycím; působí ted y  sklo 
11a p repará tě  přímo překorrigování objektivu.

Z obrazu toho to  jes t zároveň jasno, jak  m noho světla  
od zrcadla odraženého přichází na  zmar. U chýlených p a ­
prsků nemožno využiti na osvětlení p repará tu , neboť veškeré 
šikmo dopadající paprsky  minou čelní ěoěku objektivu. Z a­
vedením  osvětlovacího přístroje, Abbéova kondensoru, od ­
pomůže se té to  vadě. Pap rsky  od zrcadla odražené dopadnou
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n a  spojku kondensoru a zde, jsouce do ohniska lám ány, 
v y tv á ří  m ohutný  kužel světelný, k te rý  osvětlí pozorovaný 
předm ět.

Vliv prostředí mezi krycím skélkem a objektivem.
Obraz 10. znázorňuje p růběh  paprsků, které prostou­

pily prepará tem  a krycím skélkem u různých objektivů, 
a to: A  — u objek tivu  suchého, B  —  u vodní immerse, 
€  — u homogenní immerse. U všech světelné paprsky prostu ­
pují stejně; u suchého objektivu, jak  vidno, nejkrajnější 
paprsky nepřicházejí do ěelné ěoěky, nýbrž jsou úplně 
reflektovány. U vodní immerse jsou zachyceny již všechny

A

■n-^515

Obr. 10.

s tředn í paprsky i okrajové, až na nej krajnější. U homo­
genní immerse veškeré označené paprsky mohou býti po­
ja ty  do čelní ěoěky objektivu, poněvadž se neuchýlí na 
své cestě procházejíce mediem, —  cedrovým olejem — 
které má skoro ten tý ž  lom jako  sklo.

Prohlížení preparátu immersí.
Při silném zvětšení — immersí vodní nebo homogenní 

(olejovou) — jest nu tno  mezi čelní ěoěku objektivu a 
p repará t  vsunou ti  kapku  cedrového oleje (při vodní im- 
mersi —  kapku  vody), z té  příčiny, aby  bylo zamezeno 
uchýlení paprskii prepará tem  prostouplých. Cedrovým 
olejem, k te rý  má přibližně tu též  lomivost jako  sklo, p ro ­
stoupí paprsky  světelné, aniž by se uchýlily, a světelný 
kužel skrze p repará t  do objektivu vnikající nedozná žád ­
ného zeslabení. Při osvětlení pro immersi má se použiti 
plochého zrcadla, při p repará tech  zbarvených (bakteriích) 
zároveň plného otevření kondensoru.
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Zvětšení v mikroskopu.

Zvětšení v m ikroskopu jest závislé pouze na ob jek ­
tivu ; ten to  zvětšuje —  správněji rozlišuje —  jed n o tl i ­
vosti v předm ětu. (Rozlišování jest závislé na  svazeěcích 
světelných.) Obraz povsta lý  objektivem  jest velmi m alý  
a proto  nu tno  na  obraz pohlížeti okulárem, k terý  reelní 
obraz objektivu zvětší — rozšíří — a usnadní pozoro­
vání. Okulár působí podobně jako  projekění přístroj. D ia ­
positiv možno různě zvětšovali projekčním přístrojem, buď 
použitím  různě silných ěoěek projekčních nebo zvětšením 
vzdálenosti projekění desky od apa rá tu . P rávě  ta k  možno 
zm ěnou okuláru nebo prodloužením tubusu  u mikroskopu 
zm ěniti zvětšení obrazu. R ůzným  zvětšením nepostřeh ­
neme však  více jednotlivostí a detailů , než kolik jich vi­
díme na diapositivu nebo na obraze povstalém  objektivem . 
Jen  to, co objektiv v mikroskopu rozlišil, možno okulárem 
rozšířiti za příčinou zřetelnějšího vidění.

Zorné pole objektivu.

K aždý objektiv  má své zorné pole. Obr. 11. nás ne j­
lépe poučí o jeho prům ěru  (obrazy jsou mikrofotografie 
m ikrom etru , pořízené ve výši tubusu , kde vzniká reelní 
obraz, v  přirozené velkosti).

Čís. objektivů
(Reichert) . . . 2  3 4 5 6 8 12

Zorné pole v m m
(Prům ěr) . . .  4-5 2-3 1*65 0-63 0-53 0-39 0-23

Zmenšení zorného 
pole nasazeným  
okulárem*) čís.
I I I .  v mm  . . 3*3 1-65 1-2 0-46 0-39 0-28 0 17

Vlastní zvětšení
objektivu . . . 3-6X 7X 16X 3 9 x  46X 68X 100X 

Vlastní zvětšení
okuláru čís. . . I I I  I I I  IV V VI V II

3 X 4 X 5*5X 7 X 9X 12X 20X

Známe-li v lastn í zvětšení ob jek tivu  a okuláru, tu  
možno si lehce vypočíta li  skutečné zvětšení v  m ikroskopu.

* Nasazením  okuláru zm enší se zorné pole následkem  vloženého  
stín ítka mezi obě ěoěky okuláru.
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O bjektiv  4 m á vlastn í zvětšení 16, okulár I I I  5-5, tu  
obdržíme zvětšení 16 X 5*5. . . .  8 8, tud íž  přibližně 90 X .

Pro praktickou potřebu  jest vždy nu tno  vy jádřit  i při 
vyobrazení, jakého objek tivu  a okuláru bylo použito, a 
neudávat! zvětšení v číslech. T ak  na  př. údaj zvětšeno 
100 x  nic* nepraví, neboť toho to  zvětšení m ohu dosáh- 
nou ti  všemi objektivy, pozměním-li okulár, při tom  jest 
mi známo, že objektiv  2 nebo 3 nerozliší mi p ředm ět tak , 
jak  obraz vykazuje.

J a k  z uvedeného 
vysvítá, jest zvětšení 
v  m ikroskopu závislé na 
rozlišovací schopnosti 
objektivu, to tiž  na  veli­
kosti num erické aper­
tu ry .  Z té  příčiny nu tno  
přenésti zvětšení na ob­
jektiv . P ro  větší zvětše­
ní nu tno  vždy  použiti 
silnějšího objek tivu  a 
slabšího okuláru, ale 
n ikdy  ne naopak. Při 
slabších objektivech a 
silnějších okulárech ne ­
obdržíme nikdy  ostrých 
obrazů jem ných s t r u k ­
tu r .  P ro  obyčejné pro ­
stupujíc í světlo jsou veš­
keré objek tivy  upevně­
ny  na  tu b u su  určité dél­
ky, a to  160 fu ra .N a tu to  
délku jsou veškeré ob­
jek t iv y  přesně zařízeny.

Rovněž ta k  všechny objek tivy  jsou sestaveny pro  
u rčitou  tlo u šťk u  krycích skélek a to: 0*17— 0-18 m m .  
U  slabých ob jek tivů  suchých neshledám e žádné ú jm y  n a  
ostrosti, použijeme-li t lustších  skélek, avšak pro střední 
a silné ob jektivy nu tn o  uvedenou t loušťku  dodržeti 
(u ach rom átů  od ě. 5 výše, u apochrom átu  od 8 mm).

Prodloužením  tu b u  možno poněkud korrigovati vadu  
vzniklou t loušťkou  skélka (u tlustších skélek tubus  vsu ­
neme —  zkrátím e — u slabších prodloužíme —  v ysu ­
neme). J in a k  opravím e uvedenou chybu u silných suchých

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 2
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objek tivů  a u vodní immerse zařízením objektivů s kor- 
rekčním  kruhem  (viz str. 30.).

P ro  běžnou potřebu  uvádím e tabu lku , kde jsou za­
neseny hodnoty  dílků okulárního m ikrom etru  (okulár I I  
s m ikrom etrem, 1 m m  dělen na 10 dílků) pro různé 
a c h r o  m a t i c k é  objektivy. P ro  objektivy a p o -  
c h r o m a t i c k é  užívá se m ikrom ilim etru v okuláru 6.

F a  Reichert.
A c h  r  o m. o b j e k t i v .

m m
00 ...........................  0*0094
0.................................  0 0494
la  I c ....................... 0 0410
1 6 . . . . 0*06— 0*0473
1 a 2   0*0338
3  0*161
4   0*0098
4 6 ...........................  0 0092
4 c ............................... 0*0121
5   0*0046
5 b ...........................  0-0092
6   0-0032
6 b ...........................  0-0036
7 a ...........................  0-0028
8 a ...........................  0-0023
8 a * ....................... 0*0025
186** 1/12 . . 0-00158

A p o c h r o m á t y  
(m ikrom etr okulární VI).
16 m m ................ 0*0137

8 m m ................  0-0079
4 m m ................. 0-0035
3 m m ................. 0-00256
2 m m .....................0*00164
1-5 m m  . . . .  0-00127

F a  Leitz.
A c h r o  m a t  y.

m m
 0 ........................... ..... 0*133
1 ................................ 0-0487
2 ................................ 0-0274
 3 ....................................0*0153
4 ................................ 0-0085
5 ................................ 0-0050
6 ................................ 0*0035
7 ................................  0-0025
1 (7. . ) vodní imm. 0/003 
1 / 1 2  0-0016

16
8
4
3
2

A p o c h r o m á t y  
(okulár VI).

mm
mm
mm
m m
mm

0*0146
0-0076
0-0037
0-00268
0-0018

Poněvadž však broušení a s tavba  různých  objektivů 
není tém ěř n ikdy naprosto  stejná, jest n u tno  pro důle­
žitá měření použiti objektivního m ikrom ilim etru  a zjistiti 
předem hodnotu  dílků m ikrom etru  okulárního při různém 
v ý tah u  tu b u  s dotýěným i objektivy. (Viz tak é  str. 40. 
P řesné měření.)
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II. Mikroskop a přístroje pomocné.

Optické přístroje.

Nej jednodušší optický přístroj, k terého se používá 
k zvětšení, jest lupa. Používám e vesměs lup ap lanatic- 
kých, které dovolují zvětšení 2- až 15násobné. L upy  jsou

Obr. 12.

uloženy do kovové neb rohové objímky, ke které jes t p ř i ­
pevněno držátko  (obr. 12.). J iné  zařízení záleží v tom , že 
lupa s objímkou je připevněna na  ozubenou lištnu, k te rá  
jest připevněna na  pevném  sto janu; ozubeným kolečkem 
jest možno liš tnu a s ní 
spojenou lupu do různé 
výšky  zastav it i. N a s to ja ­
nu  jest připevněn stolek 
se skleněnou deskou, pod 
k terou  jest um ístěno plo­
ché zrcadlo. U některých 
přístro jů  jsou ještě zavěše­
n a  po stranách opěradla 
pro ruce pracujícího (obr.
13.). T ak to  zařízené lupy 
jsou vedeny pod názvem  
pracovních ci p reparaěních
lup (t. zv. jednoduché mi- obr. 13.

2*
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kroskopy). Tyto  jsou tak  zhotoveny, že možno u nich 
lupy vym ěňovat! a ta k  docíliti zvětšení až lOOnásobného. 
Těchto pracovních lup užívá se ponejvíce v zoologii, bo­
tanice a jsou ještě pro specielní práce opatřeny  různým  
zařízením.

Nasadíme-li jednoduchou aplanatickou lupu na delší 
rouru, a nalczá-li sc pozorovaný předm ět mezi ohniskem 
coěky a čočkou, tu  objeví se v rouře zvětšený převrácený 
obraz předm ětu, k te rý  možno na mdlou desku zachytit!: 
položíme-li na  horní okraj roury  novou ěoěku — spojku — 
tu  zvětšíme si obraz lupou vzniklý, a ta k  docházíme ke 
složitému mikoskopu v  nejjednodušší formě. Obraz před ­
m ětu ve složitém mikroskopu jest obdobný s obrazem 
v rovném zrcadle —  obraz obrácený.

Drobnohled. (Mikroskop.)

Velice zajím avá jest historie a vývin  mikroskopu a 
srovnání mikroskopu moderně vypraveného s mikrosko­
pem století 17. a dříve (obr. 14.). Není však třeb a  ani ta k  
nazpět pohlížeti; srovnejme jen mikroskop z let šedesá­
tých  min. stol. H lavní snahou při konstrukci mikroskopu 
bylo zlepšování optického zařízení, které se neustále zdo­
konalovalo. Největší zásluha dnešního zdokonalení mikro­
skopu náleží neim avném u badateli  prof. A b b é m u po 
stránce fysikální, na druhé straně pak zdokonalování 
druhů skel, ze kterých se coěky pro mikroskop zhotovují.

Různé firm y vyrábějí různě sestavené mikroskopy. 
V principu skládají se vesměs ze s tativu , k terý  spočívá 
na těžké noze. N a s ta tivu  jest upevněn podložní stolek, 
k terý  m á uprostřed  otvor, kudy  prochází světlo od zrcadla 
pod stolkem umístěného odražené. Tím to zrcadlem, k teré 
bývá pravidelně na  jedné straně rovné, na druhé duté, 
možno v různých polohách pohybovati. Horní ěást s ta tivu  
nese objímací rouru, ve které se posunuje t .  zv. tubus, 
na k terý  se připevňují ěoěky. Do horního konce tubusu  
vsouvá se okulár —  oěnice, na  dolejším konci připevní 
se objektivy.

Při tom to  jednoduchém  zařízení mikroskopu musí se 
tubus při m ikroskopování zasouvati do žádané vzdále­
nosti objektivu od preparátu , takže tubus pohybem v po­
délné ose otáčivým pozvolna vsunujem e dolů a cvikem 
možno odhadnout!, do jaké vzdálenosti možno při to m
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k te ré m  o b jek tiv u  tu b u s  k p re p a rá tu  přiblížili. Nesm í se 
n ik d y  tu b u s  přím o od shora dolů tlaěiti,  t ím  mohli bychom  
nejen  p rep a rá t ,  ale i ob jek tiv  n árazem  zničiti. P ři každé 
v ý m ěn ě  o b jek tiv u  n u tn o  tu b u s  opět š roubovité  nahoru  
vy su n o u ti ,  o b jek tiv  z tu b u s u  v y jm ou ti ,  nový  v sad it i  a 
op ě t  šroubov ité  o p a trn ě  dolů posunouti. Jem n é  zastavení

děje se t .  zv. m ikro- 
m e tr ick ý m  šroubem .

Obr. 14.

Obr. 15. P ů v o d n í  sn ím ek  
d r o b n o h le d u  J . E v .  P urkyně  

z dob s tu d ijn ích .

& Do o tvo ru  ve sto lku, k te rý m  světlo  prochází, možno 
v k lá d a t  i v ložky s o tv o rem  různého  prům ěru . V ložky ty  
n azý v ám e  c l o n k y  —  s t í n í t k a .  To jsou t .  zv. 
válcová s t ín ítka . U n ěk te rý ch  m ikroskopů nevk ládám e 
tě c h to  vložek; n am ís to  n ich  naleznem e pod s to lkem  ex­
cen tr ick y  uloženou k ru h o v o u  desku s různě velkým i 
o tvo ry , k te ro u  m ožno otáěeti ,  a použijem e p ak  clonky 
dle libosti (obr. 16.).
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T ak o v é to  jednoduché m ikroskopy  vy rábějí  dosud veš­
keré  firm y, a má-li m ikroskop  ta k o v ý  dobře seřízené 
op tické zařízení, hodí se ke všem  d robnohledným  pracím , 
ovšem  ztrácí pracující m noho času při vým ěně ob jek tivů  
a vsouván í tu b u su .  T ěm to  n evýhodám  hledělo se odpo­
moci různým i zm ěnam i na  k onstrukci přís tro je .

P rv n í  ú p ra v a  záležela v  tom , že bylo odstraněno  ruční 
posouvání tu b u su  t ím , že n a  tu b u s  p řipevněna  byla ozu­
bená l i š t n a ,  do k te ré  za p a d á  ozubené kolečko, kte-

Obr. 1G. Obr. 17.

rý m  možno tu b u s  posouvati nahoru  a dolů. T ím  je s t  
u snadněno  h rubé  zastaven í o b jek tiv u  ku p re p a rá tu .  B ylo  
shledáno, že osvětlení jed noduchým  zrcá tkem  jest velice 
slabé, h lavně při silnějším zvětšení. P ro to  byl zřízen osvětlo ­
vací přís tro j, k te rý  se skládal z jednoduché, silné vypouk lé  
ěoěky, t .  zv. kondensoru , k te rý  se vsunul do o tvo ru  ve  
s to lku . Světlo, od zrcadla odražené, se lám alo  v k onden ­
soru a  m o h u tn ý  kužel světe lný  osvítil p re p a rá t.  S tin í tk a  
n a d  kondensorem  zůsta la .

Mnohé m ikroskopy byly  příliš vysoké a pozorovatel 
musil se n a m á h a t i  a m ikroskopovat! v nepřirozeném  polo­
žení a sehnu tí h lavy . T a to  v a d a  ods traněna  t ím  způsobenu
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že s ta t iv  možno kolem n ý tu  v m ístech stolku se nalézají­
cího do různé polohy sklopili a v té to  poloze upevniti  
(obr. 17.).

Velkou důležitost při m ikroskopování m á osvětlení. 
Děje-li se to to  osvětlení pouze odrazem od plochého 
zrcadla, tu  jest pro silnější zvětšení to to  osvětlení velice 
nedostatečné; poněkud bylo tom u  odpomoženo vložením 
kondensoru. Avšak ani t a to  jednoduchá ěoěka nestaěila.

Profesor Abbé sestavil zvláštní osvětlovací přístroj, 
k te rý  se tak é  po něm  nazývá, a k te rý  um ístěn  jest pod 
stolkem m ikroskopu. Tento  přístroj sestává z kom binace 
čoček velice k rá tkého  ohniska, k teré  světlo od zrcadla 
odražené spojí v světelný kužel osvětlující p repará t.  Pod 
čočkami jest irisové stin ítko, které se skládá z poloměsíě- 
kovitých  kovových plotének, excentricky na  čepech se 
pohybujících, k teré  posunutím  vy tvoří dohrom ady různě 
velký otvor. T u to  irisovou clonku možno též s tranou  po­
sunout i. Při norm álním  položení s t ín ítka  obdržíme osvět­
lení centrální, posunutím  osvětlení šikmé; vyloučí se to tiž  
paprsky  světelné, procházející osou ěoěky.

Iv to m u to  osvětlovacím u přístroji p ř id án a  jest ještě 
clonka paprskovitá , k te rá  m á malé plné kolečko, tenkým i 
loukotěm i upevněné. Touto  clonkou, vloženou do přístroje, 
vyloučí se veškeré paprsky  centrální, čímž zatem ní se 
zorné pole, a pouze paprsky  procházející po s tranách  
osvětlí u rč itá  m ísta  a obdržíme t .  z v. ,, osvětlení tem ného  
pole“ , kde zorné pole jest tm av é  a p ředm ět je osvětlen. 
Této  clonky jest možno použiti jen  při slabším zvětšení. 
P lného světla, to tiž  úplného otevření irisového stín ítka , 
použijeme jen  při vyšetřován í silně zbarvených, m alých 
částeček objek tu , jako  jsou p rep ará ty  bakterií  nebo s tru k ­
tu ra  p lasm atu . J in a k  nu tn o  vždy použiti stín ítka , bychom  
urč itou  část světelného kužele vyloučili. P ři  plném světle 
n as táv á  přesvětlení, takže  při histologickém vyšetřování 
ztrácí se veškeren deta il v preparátě , k te rý  při z a tah o ­
vání s t ín ítk a  vždy ostřeji vystupu je . J a k  daleko se může 
světlo zeslabiti, rozpoznávám e při m ikroskopování. Jem n é  
zastavení m ikrom etrickým  šroubem doznalo tak též  rů z ­
ných  změn u různých  výrobců, hlavně po stránce jem ­
nosti a um ístění šroubu.

U starších  jednoduchých mikroskopů, jak  již dříve 
bylo uvedeno, bylo n u tn o  při každé vým ěně objek tivu  
vy jm o u ti  tubus, odšroubovati objektiv  a jiný  opět nasa-
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díti, což vyžadovalo dosti cviku a času. Následkem  čas­
tého  vysunování a vkládání tu b u su  se stávalo, že m ikro ­
skop nebyl centrován, t. j. že objektiv neodpovídal úplně 
centráln ím u m ístu  v zorném poli. Při práci slabým  objek­
tivem  zastavilo se určité nepatrné  místečko do centra; 
slabší objektiv  byl zaměněn silným, mčlo-li bý ti  analyso- 
váno  ono místo při silném zvětšení, a t u  pravidelně ne ­

bylo možno m ísta toho  
po vsunu tí tu b u su  na- 
lézti, jelikož ocitlo se ú- 
plně s tranou  zorného 
pole. Této  vadě odpo- 
mohlo se s velice d o b ­
rým  výsledkem  zave­
dením t .  z v. „ revolve­
r u 44. Přístro j ten  jest n a ­
šroubován excentricky 
na tu b u s  a na něm při­
šroubovány jsou dva 
nebo tři ob jek tivy ; při 
otočení revolveru p o s ta ­
ví se ob jek tiv  na  pravé 
místo. T ak  možno rychle 
s tř ída ti  objektivy, aniž 
bychom byli nuceni po- 
liybovati tubusem  (obr. 
] 8.). Na okraji revolveru 
nalézá se zpruha, k te rá  
nese zoubek, jenž za­
padne do výřezu vždy 
v tom  místě, kde jest 
objektiv  k mikroskopu 
centrován. J a k o  s kaž- 

Obr. 18. N e jv ě tš í  inodel m ikroskopu dou Částí mikroskopu.
S úplným  zařízením. a je h lavně s jem ným

m ikrom etrickým  šrou ­
bem, ta k  i s revolverem jest nu tno  velice opatrně  za- 
cházeti, nemá-li býti pokažen.

Zajisté bude na místě, zmíníme-li se o tom , že jsou 
drobnohledy k různým  vyšetřováním  též různě stavěny. 
T ak  na př. u drobnohledů, k terým i možno vyšetřovati 
veliké řezy, na  př. celým mozkem člověka, jedná se o t a ­
kové zařízení, abychom  mohli podložní skélko p repará tu
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um ístiti  na stolku mikroskopickém. P ro to  musí by ti stolek 
značně rozsáhlejší než u obyčejných mikroskopu. P ro  ten to  
případ jsou sestaveny zvláštní m ikroskopy na př. na pro­
hlížení mozkových řezů. (Nachet, Reichert, Zeiss atd .)

Též optická část jest vzhledem k vyšetřování j inak  
zařízena; jde o objektivy, které m ají velké zorné pole, aby 
se m ohla větší část p repará tu  najednou přehlédnout!.

Dále sestaven jest mikroskop pro vyšetřování petro- 
grafické. Pro vyšetřování neprůhledných předm ětů  se­
staven jest t. zv. m etalurgický mikroskop, při kterém  
jest v sunu t do tubusu  zvláštní přístroj, t . zv. i 11 u m i- 
n á t  o r, k terý  prism atem  a čočkou vrhá světlo na plochu, 
k terá  se má vvšetřiti (výbrus železa a p.). Tohoto zařízení 
používá se nyní s velikým  prospěchem v soudní medicíně, 
kde se mohou mikroskopicky rozpoznati velice zřetelně 
na  nástroji, na př. noži, skvrny  krevní od skvrn rezu, bez 
porušení corpus delicti.

Stereoskopický mikroskop.

S tavba  mikroskopu pro stereoskopické vidění byla 
různým  způsobem řešena. Anglický výrobek (Beck, Lon­
dýn) pozůstával v tom, že po­
řízen dvouokulárový mikroskop, 
jenž měl dva  sbíhavé, do jedné 
společné roury  ústící tu  busy 
s jedním  objektivem, nad  k te ­
rým  bylo um ístěno hranolové 
zařízení. Jeden  obraz procházel 
objektivem  přímo do prvního 
okuláru, hranolem procházející 
obraz byl pak uchýlen do d ru ­
hého tubusu ke druhém u oku­
láru.

Později byl sestaven m ikro ­
skop dle G r e e n o u g h a .
T ento  dvouokulární mikroskop 
m á též dva sbíhavé tubusy, ale 
se dvěm a objektivy. J a k  objek­
tivy , t a k  i okuláry, musí bý ti 
naprosto  identické (obr. 19.).

Nověji jest stavěno ste ­
reoskopické zařízení podle oi>r. *9-
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H eim staedta : jest to  dvouokulárový stereoskopický n á ­
stavek, k terý  možno na každý s ta tiv  nasaditi. U m ožňuje 
stereoobrazv při každém zvětšení (i při immersi) (obr. 20.). 
Tohoto nástavku  možno použiti, po připojení 11a zvláštní 
podstavec, jako stereolupy, nasadí-li se naň slabé objek­
t ivy  (obr. 21.).

Veškeré m ikroskopy jsou v principu stejně sestaveny; 
různá zařízení, jak  nalézáme u různých mikroskopů, jsou

Obr. 20. Obr. 21 .

jen obměny, k terých  sobě někteří badatelé přáli. T ak  na 
příklad nalezneme m ikrom etrický šroub na různých mí­
stech umístěný, jednou nalézá se nahoře stativu , j indy po 
straně téhož, někdy  opět na jeho dolním konci.

Pro pohodlné dem onstrování p repará tu  druhé osobě 
slouží zařízení provedené na okuláru, kde od tohoto  odbočí 
stranou  roura  s d ruhým  okulárem. Obraz povstalý objek­
tivem  se ve výšce okuláru vloženým hranolem uchýlí do

\
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druhého okuláru postranního a tak  umožněno, že dvě 
osoby mohou zároveň p repará t  prohlížet i. Takových a 
podobných obměn najdem e celou řadu, neboť různé firm y 
hledí neustále své přístroje zlepšovati a uěiniti t a k  badání 
mikroskopické po technické stránce pohodlnějším.

Čočky.

Optickou ěást mikroskopu tvoří ěoěky, a to  ob jektivy 
a okuláry.

J a k  jsme již ve všeobecné části (str. 10, 11) ,,o lomu 
svě tla44 uvedli, u každé jednoduché ěoěky (spojky) nachá­
zíme dvě vady, to tiž  vadu  kulovitou ěi sférickou a chro­
matickou, barevnou. Sférická vad a  vzniká tím , že paprsky, 
k teré  ěoěkou procházejí, nejsou stejně lám ány; paprsky 
procházející blíže okrajů  ěoěky jsou více lám ány, než ony, 
k teré  procházejí blíže středu. Tím povstává zkreslení 
obrazu, ta k  zv. úchylka ěi v ad a  sférická. V ada chrom a­
tická spoěívá v tom , že světlo ěoěkou prostupující rozloží 
se podobně jako  v  hranolu  v barevné souěásti vidm a.

Paprsky  fialové lám ou se nejsilněji, paprsky ěervené 
nej slaběji; t ím  spojí se paprsky fialové brzy za ěoěkou, 
ěervené m nohem  dále od ní a ostatn í zůstávají v různé 
vzdálenosti mezi oběma. Výsledek toho  jest, že tvoří se 
na  pokraji ěoěky barevné kruhy.

Vadě chromatické odpom áhá se tím , že spojí se do­
hrom ady dvě ěoěky z různých druhů skel zhotovené, 
ze skla korunového a flintového. Oba druhy  skla mají 
různou schopnost lám ání barevných paprsků a chyby, za­
viněné lomem jednoho skla, vyrovnávají se vadou skla 
druhého. Čoěku takovou, k te rá  povstává kombinací dvou 
různých skel, nazývám e ěoěkou achrom atickou. Touto 
kombinací odpom áhá se do jisté míry i vadě sférické, ěímž 
povstane t .  zv. ěoěka ap lanatická.

Jes t  ještě důležito upozornit i na t .  z v. úhel otevření; 
ta k to  nazývám e trojúhelník, jehož vrchol jest ve s tředu 
pozorovaného předm ětu, výšku tvoří vzdálenost předm ětu 
od ěoěky a zák ladnu tvoří její průměr. Použijeme-li clonkv, 
jest ten to  úhel zmenšen (viz str. 13.).

Okuláry.

Okuláry zhotovují se kombinací dvou ěoěek. P ři 
obyčejných achrom atickýcli objektivech užívá se t .  zv.
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„H uygenských“ okuláru, které přicházejí pod značkam i
I .—V. dle různé délky ohniska. (Obr. 22.) Pro  objektivy 
apochrom atické jsou sestaveny zvláštní okuláry t. zv. 
„kom pensační“ . (Obr. 23.) Účelem kompensačního oku ­
láru jest korrigovati chrom atickou vadu  u objektivu a jest 
tud íž  jaksi stanoven pro každý objektiv  urč itý  okulár; 
jen  ty to  dvě určité kom binace dají naprosto achrom atický  

obraz. Těchto okulárů  možno 
však i při achrom atických ob­
jektivech použiti. Do obchodu 
přicházejí pod značkam i 2, 4,
6, 8, 12, 18, k te rým žto  číslem 
jest zároveň vyjádřeno  v lastn í 
zvětšení dotyčného okuláru.
Známe-li vlastn í zvětšení ob­
jek tivu  (dle tab u lek  zvětšení), 
vypočtem e lehce zvětšení do ­
tyčného systém u u mikroskopu; 
na př. Reichertův apochrom at 
suchý 3 m m  má v lastn í zvětšení 

85, s kompensačním okulárem 4 dá  zvětšení 85 X 4 =  340.
Pro práce mikrofotografické doporučuje se použiti 

okuláru  p e r i p l a n a t i c k é h o ,  k te rý  m á tu  výhodu, 
že poskytuje  širokého a hlavně naprosto  rovného zor­
ného pole. T y to  okuláry jsou podobně s tavěny  jako  cku- 
láry Huygenské, ale oční čočka sestává ze dvou čoček, 
jedné negativní, ze skla flintového, a jedné positivní čočky 
ze skla korunového. Používá se jich při silnějších objekti­
vech jak  achro-, ta k  i apochrom atických.

Obr. 23. Obr. 22.

Projekční a mikrofotografické objektivy a okuláry.

Vedle uvedených objek tivů  a okulárů vyrábějí se 
ještě  specielní t. z v. projekční objektivy, a to  od 25 až 
do 75 m m  ohniskové vzdálenosti, dále pak  okuláry pro ­
jekční č. 2 a 4. Těchto objek tivů  a okulárů používá se 
hlavně při mikroskopických projekcích a při fotografování 
z mikroskopu, leč možno jich též použiti při obyčejném 
mikroskopování. P ro různá badání sestaveny jsou ještě 
jiné d ru h y  okulárů, jako  spektrální, polarisaění, mikro- 
m etrický, goniometrický, stereoskopický a td . Dále jsou 
sestaveny okuláry, k teré  dávají přím ý obraz, p řevrátí to tiž  
obraz objektivem  v mikroskopu povstalý.
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Objektivy*

K ažd ý  objek tiv  sestává z jedné nebo z několika různě 
zakřivených  čoček z různého  d ruhu  skla zhotovených; 
m luvím e o systém u objek tivů . P ři  každém  o b je k t iv u je s t  
na jeho dolním konci čočka s ne jk ra tš í  ohniskovou vzd á ­
leností, k terou  nazývám e „čočkou čelnou44 neboli „p ře d ­
n í4*. P ři hotovení systém u jest nejdůležitější a hlavní 
požadavek, aby  veškeré čočky, z nichž objektiv  jest 
složen, byly správně cen trovány, t .  j. aby  osy jednotlivých  
čoček byly  v jedné a téže přímce, tud íž  v  optické ose 
m ikroskopu.

Při ob jek tivu  záleží h lavně n a  tom , ab y  dával co 
m ožná světlý  ach rom atický  obraz, při čemž musí bý ti  
vyloučena i v ad a  sférická.

Obr. 24* Obr* 2 5 .  Obr, 26 .

O bjek tivy  jsou různě s tavěny  a uváděny  pod růz ­
ným i názvy, a to : „ach rom atické , apochrom atické a tv rd é  
apochrom atické sys tém y44. Systém y achrom atické sestá­
v a jí  z čoček, k teré  jsou v y ráb ěn y  ze skla silikátového, 
flin tového a bary tkorunového .

U objek tivů  t .  zv. „ tv rd ý c h  ap o c h ro m átů 44 používá 
se vedle kom binace čoček ze skla bary tkorunového  a flin to ­
vého ješ tě  z kazivce. O bjek tiv  apochrom atický  m á  1 až 
3 čočky zhotovené z kazivce, osta tn í skelné.

1. A chrom áty . T y to  jsou složeny z čoček zho tove­
ných  z obyčejného skla korunového a flintového; jsou 
nap ros to  stálé, nejsou porušovány  vlivy atm osférickým i a  
m ají větší ohniskovou vzdálenost (obr. 24.).

2. A pochrom áty . Mají před  ach rom áty  tu  výhodu, 
že kom binací čoček zhotovených z kazivce a borsilikáto-
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vého skla, k teré  m á menší lomivost, m ají schopnost v ě t ­
šího sběru a zhušťování světelných paprsků. Zároveň onou 
kom binací ods traněna  jest tém ěř úplně „chrom asie“ všech 
t ř í  barev při použití kom pensaěních okulárů; z té  příčiny 
není rad n o  používati u  apochrom átů  obyěejnýcb okulárů. 
A pochrom áty  dáva jí  obrazy až do k ra jů  velice ěisté 
(obr. 25.).

3. K orrekění objektivy. J a k  známo, n u tn o  pro sil­
nější ob jek tivy  použiti krycích skélek urěité tloušťky . 
XJžije-li se skélek tlustších, možno té to  vadě odpomoci 
korrekěním i objek tivy . T y to  jsou sestaveny  tak ,  že přední 
část ěoěek jest pevně m ontována  na zevní objímce, d ruhá  
část uložena jes t ve v n itřn í  otáěivé objímce, k terou  možno 
korrekčním  kruhem  k přední části přiblížiti neb oddáliti. 
N a  k ruhu  jsou uvedena čísla, k te rá  odpovídají setinám  
m ilim etru, a tu  možno kruh zastav ili  na  t lo u šťk u  krycího 
skélka. Ivorrekce jes t m ožná v  rozpětí 0*10— 0*20 m m  
(obr. 26.).

O bjek tivy  označeny jsou buď  jako  suché nebo im- 
m ersní (ponorné); immerse rozeznávám e vodní a hom o­
genní (olejové). Máme-li p racovali im m ersním  systémem, 
jes t n u tn o  mezi p rep ará t  a ob jek tiv  vsunou ti buď kapku 
vody  (při immersi vodní) nebo kapku  oleje při hom o­
genní.

P ři  homogenní immersi jes t velice důležito, aby  po ­
užíváno bylo toho  oleje, k te rý  do tyčná  firm a pro objektiv  
dodala, neboť záleží velice m noho na lomu světla v tom  
k terém  oleji, a ten to  lom m á vždy  odpovídati dotyčné 
konstrukci im m ersního objek tivu .

O bjektivy  různých  firem jsou též různě značeny. T ak  
na  př. firm a R eichert značí achrom atické, suché objek­
t iv y  číslicemi od 0 až do 9, vodní im mersi 10, homogenní 
immerse 16— 19. R ůznosti ve s tavbě stejných objektivů  
jsou vyznačeny krom ě číslice ještě  písmenou, na př. 4, 
4b, 4c. P ísm enou opatřené ob jek tivy  m ají větší vzdále­
nost ohniskovou.

A pochrom atické systém y jsou označeny číslem v y ­
jadřu jíc ím  vzdálenost ohniska, na  př. 16 mm, 3 mm, hom o­
genní im merse 2 m m . Vedle to ho to  označení nalezneme 
ještě  značku + ,  na  př. homogenní immerse 1 -5 +  +  + ,  
to  znam ená, že v  kom binaci to h o to  ob jek tivu  se nalézají 
t ř i  čočky z kazivce.
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F irm a  Zeiss v Jen n ě  značí achrom atické ob jek tivy  
písm cnam i a, A , A  A  , B , C, 1), E , F , homogenní immersi

pak  zlomkem —

A pochrom atické ob jek tivy  značí se číslicemi, které 
zároveň udáva jí vzdálenost ohniska. Suché objektivy: 16, 
8, 4, 3, vodní immerse 2-5, hom m ogenní immerse 3, 2, 1*5. 
Síla zvětšení jest dána výškou čísla (Reichert), po pří­
padě m ístem  písm eny v abecedě (Zeiss).

Menší značka (číslo) ob jek tivu  u d áv á  nám  objektiv  
menšího zvětšení, na  př. 1 jes t  zvětšení slabé, 4'— 5 pro ­
s třední, 8 silné zvětšení.

Vedle uvedených ob jek tivů  immersních nalezneme 
ještě  objektivní systémy, t. z v. ,,Sem iapochrom áty“ ; rozdíl 
od , ,A pochrom atického“ ob jek tivu  záleží v tom , že veš­
keré ěočky, ze k terých objek tiv  jest složen, jsou b ro u ­
šeny ze skla, a to  kom binace silikátového, flintového a 
barytového, není tud íž  žádné čočky z kazivce. T y to  objek­
t iv y  stačí úplně pro bakteriologické a obyčejné histologické 
vyše třován í a tém ěř se vyrovnají apochrom atickém u ob­
jek t iv u ;  pouze při nejjem nčjších zkouškách možno při 
nich dokázati nepa trnou  chromasii. Oproti poškození vněj­
ším vlivem  jsou m nohem  resistentnější než apochrom áty  
a  rovněž i m nohem  lacinější.

K aždý  m ikroskop musí býti zařízen tak , aby  1. zorné 
pole bylo co možno nejsvětlejší i při silném zvětšení. 
2. Zorné pole m usí bý ti úplně rovné; ja k  střed, t a k  i okraj 
obrazu pozorovaného p řed m ětu  musí bý ti  při tém že za­
staven í s tejně jasný  a ostrý. 3. Zorné pole musí býti 
úplně bdé, bez barevných okrajů , t .  j. čočky musí bý ti 
achrom atické. U starších, neb  špa tně  stavěných  m ikro ­
skopů nalézám e obyčejně všechny t ř i  h lavní chyby, k teré 
jsme právě uvedli.

J e s t  nu tn o  s mikroskopem  zacházeti velice opatrně; 
chrán ím e jej pokud možno nejvíce před prachem, buď tak , 
že jej uk ládám e pod skleněný zvon, nebo po skončeném 
vyšetřován í do skřínky. Mikroskop nesmíme stavě tí  na 
slunné místo, jelikož od zrcadla odražené paprsky  objek ­
tivem  procházející m ohly by lehce svým  teplem  rozpustí ti 
tm el, k te rý m  čočky navzájem  jsou spojeny, čímž objektiv  
s tane se nepotřebným . N eopa trným  přenášením m ikro ­
skopu z m ísta  na m isto se velice často a snadno poruší
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jem né m ikrom etrické posunovací zařízení (obr. 27., 28.). 
Mikroskop při přenášení nesmíme n ikdy  uchopiti v m í­
stech zařízení, jelikož celá v áh a  těžkého podstavce m ikro ­
skopu se t a k  přenáší na jemné závity  šroubu posunova­
cího, k te rý  se tím  kazí. P ro  bezpečné přenášení zhotovují 
se m ikroskopy s držadlem (obr. 17.).

Obr. 28. Nesprávné nošení drobno­
hledu.

Obr. 27. Správné přenášení drobno­
hledu.

Pomocné přístroje při drobnohledu.

N ěkte rá  vyšetření m ikroskopická mohou se jen za 
určité tep lo ty  prováděti. P ředm ět, k terý  se má studovati,  
musí m íti po celou dobu vyšetřování stejnou tep lo tu . 
P ro to  byly zařízeny různé přístroje; v první řadě to  byl 
t .  zv. vy tápěcí stolek podložní. Přístroj ten  jest ta k  za ­
řízen, že na podložní stolek mikroskopu připevní se jiný,

Obr. 29.
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d u tý  stolek, ve k terém  jest um ístěna po celé ploše stolku 
kovová, spirálovitě vedená rourka, jejíž konce přesahují

A

Obr. 30.

na s tranách  s to lku (obr. 20.). Jed e n  konec rourky  spojí 
se s rourou gumovou, k t e r á  se ponoří do nádobky  ve výši 
mikroskopu umístěné, k terá  
naplněna jest vodou na u rč itý  
s tupeň  ohřívanou (obr. 30.).
R ourkou protékající tep lá  
voda ohřívá stolek, k terý  jest 
opatřen  teploměrem, a vy téká  
na druhém  konci rourky. P ř í ­
to k  a od tok vody dá se jedno ­
duchým i svorkami regulovali.

Komplikovanější, nap ro ­
sto stejnou tep lo tu  chovající 
jes t  t .  zv. ,,tepe lná  skříň mi­
kroskopická46. J e  to  kovová 
skřínka o dvo jitých  stěnách; 
přední stěna jes t skleněná.
Mezi stěnami jes t  voda, k terá  
se na  dně nádoby  plynovým  
hořákem  zahřívá. Skřínka ta  
je t a k  upravena, že možno 
do ní vsunouti celý mikroskop, 
pouze ěást tu b u su  s okulárem  
a m ikrom etrický  šroub v y ­
čnívá na horní s traně skřínky 
(obr. 31.). V to m to  případě 
zahřívá se celý m ikroskop na obr. 3 1 .

R c j s c k ,  Mikroskopická technika. 3



určitou  teplotu , k terou  možno na teplom ěru odečísti. Aby 
skřínka chovala stále ste jnou  tep lo tu , jes t hořák opatřen  
přístro jem  k  regulování p řítoku  plynu.

Podobně, jako  skříň tepelná , zařízena jest skříň s tu ­
dená, k te rá  um ožňuje v teplé  labora to ři vyšetřování 
v chladu, pod bodem  m razu  až —  10° C. Ve skřínce jes t 
uložen m ikroskop a mezi dvojitým i s těnam i skřínky ulo ­
žena jest v rs tv a  ledu, nebo směs salm iaku  a ledu. Zařízení 
to h o to  používá se jen  ve specielních p ř íp ad ech  a n e ­
možno tu d íž  o něm  blíže se zm iňovati.  Tepelného z a ř í ­
zení užívá se h lav n ě  v  bakterio logii a biologii, s tu d e ­
ného zařízení v  chemii a botanice .

Ultramikroskop

(dle S iedentopfa a  Zsigmondy).

Pod t ím to  názvem  vyrozum ívám e urč ité  osvětlovací 
zařízení k obyčejném u mikroskopu, k terým  obdržíme kon ­
t ra s tn í  osvětlení i těch nejm enších t .  zv. u ltram ikrosko- 
pických částic (pod 1 fi). N ejde tud íž  o nějaké zlepšení 
systém u čoček, nýbrž  o urč ité  osvětlení.

Nejlépe pochopíme princip , ,u ltram ikroskopu“ , před- 
stavíme-li si znám ý jev, k te rý  pozorujem e v  zatmělé m íst­
nosti, do k teré  vn iká  m alým  otvorem  nebo úzkou štěrbi-

34
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Obr. 32.
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Obr. 33. Obr. 34.

Předm ět pozorovaný nejeví se ve svém původním  
tv aru ,  nýbrž jen jako svítící bod nebo deštička ve tm avém  
poli (obr. 32.). Toto  zařízení jest velice komplikované a 
proto velice drahé, takže jest tém ěř nemožno použiti je 
při běžném vyšetřování, aěkoliv to to  pozorování jest ve ­
lice důležité pro zkoumání biologické, bakteriologické 
a td . Z těch důvodů sestaven byl na témže principu kon­
t ras tn ího  osvětlení jiný  přístroj, t . zv.

přístroj k osvětlení v tmavém poli.

J e s t  zařízen jednak  ve tv a ru  ploténkovém, k terý  
možno připevniti na stolek mikroskopu, nebo ve tv a ru  
kondensoru, k te rý  se vsune do mikroskopu na místo kon- 
densoru Abbéova. Fa. Reichertova vyrábí t. zv. zrcadlový 
kondensor, fa. Zeissova kondensor parabolloidový. Pochod 
světelných paprsků (obr. 33.) v zrcadlovém kondensoru 
jest znázorněn na  přiloženém obrázku. Kondensor sestává

3*

nou prudké sluneční světlo. Tu ve světelném pruhu  objeví 
se nesčíslné množství malých částeček plovoucích ve 
vzduchu, k terých  při světle rozptýleném nikdy nepo­
střehneme. T yto  malé částečky se pozorovateli jeví jako 
svítící body v pohybu. P rávě ta k  se děje v u ltram ikro- 
skopu. Pomocí čoček, spojek a silného umělého osvětlení 
(obloukové lampy) dociluje se intensivního světelného k u ­
žele, k terým  se osvětluje zkoum aný předm ět. V kolloidál- 
nícli roztocích vidíme skutečné deštičky, na př. zlata, 
plovoucí v tekutině.
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z konvexní čočky, k te rá  jest na horní i dolní s traně do 
plochy sbroušena, a ostatn í zakřivená část jest k ry ta  s tř í ­
brnou vrstvou. N a dolní ploše čočky jest uloženo ploché 
stínítko, které vyloučí všechny paprsky  středem čočky 
procházející. Paprsek světelný, dopadající na zrcadlovou 
plochu čočky, se odráží zpčt na její dolní plochu, od té to  
se opčt odráží, dopadá na krycí skélko, kde se lomí a 
mine úplně objektiv. Poněkud méně šikmo dopadající p a ­
prsky na  krycí skélko lámou se na  částice v  prepará tu , 
ohýbají se na těch to  a jsou pozorovatelem vním ány.

J a k  na přiloženém obrázku (obr. 34.) možno vidčti, 
uložena jest ještě u některých ploténkových přístrojů o tá ­
čející se plo tna s různým i s tín ítky  a jednou konvexní 
čočkou, k terou možno docíliti okamžitě obyčejného osvět - 
lení a možno se při tom  přesvědčiti, jde-li skutečně o ú tv a r  
ultramikroskopický, kterého v obyčejném osvětlení nepo­
střehneme.

Přístroje k mikroskopickému kreslení.

Předem nu tno  uvésti, že veškerými t. zv. kreslicími 
přístroji jest možno jen v hrubých rysech kreslit i kon­
tury , buď celých preparátů , nebo při silnějším zvětšení 
jednotlivých elementů. Vlastní kresba musí se provésti 
ovšem bez přístroje za ustavičné kontroly preparátu . P ř í ­
strojem obdržíme pouze výkres konturový s naprosto 
správnými zevními formami a vzájem ným i polohami i ve ­
likostmi jednotlivých ú tvarů , což jest velikou výhodou 
proti kreslení z volné ruky, kde jen  nacvičené oko v od­
měřování velikosti a vzájemné polohy jednotlivých ú tv arů  
může kresby prováděti.

Kreslicí přístroje mají velkou důležitost při vyšetřo ­
vání, kde nutno  prováděti projekce různých ú tvarů , h lav ­
ně při vyšetřování a badání embryologickém, nebo tam , 
kde zhotovují se modely (na př. dle m et hody Bornovy, 
o k teré se zmiňujeme na příslušném místě).

Veškeré přístroje ke kreslení jsou vlastně ,,Camera 
lucida“ . Zakládají se na  kombinaci prism atických skel, 
která jsou nad okulárem umístěna, a lámou světelné pa ­
prsky z mikroskopu vycházející na  kreslicí desku. N ej­
starší přístroj je t .  zv. komora Oberháuserova, k terá  
skládá se ze dvou v pravém úhlu n a  sobě stojících ramen. 
K ratší rameno vsune se na misto okuláru. V ohybu jest
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upevněno prisma, jež lám e paprsky  do jiného prism atu , 
na  konci vodorovného ram ene um ístěného, k teré  je ta k  
postaveno, že paprsky  lám e kolmo dolů, čímž povstane 
na stole vedle m ikroskopu reální obraz p rep ará tu .  P ř í ­
s tro je  toho  se nyní málo používá pro velikou z t rá tu  světla 
při procházení hranoly. Obraz při silnějším zvětšení vzniklý 
jest velice slabě osvětlen.

T éto  vadě světelné bylo úplně od pomoženo nově kon ­
s truovaným  přístrojem , k te rý  dle vynálezce nazývá  se 
,,nový kreslicí přístroj A bbeův“ . K om ora t a to  sestává 
z jednoho hranolu, k te rý  je t a k  umístěn, že připevněním  
přístro je  k ruhem  a svorkami na  horní ěást tu b u su  nachází

Obr. 35.

se přím o nad  okulárem  (obr. 35.). N a k ruhu  připevno- 
vacím  jest delší rameno, na jehož konci um ístěno jest 
zrcátko, k teré  možno posunovati. Zrcadlo jes t nakloněno 
pod úhlem  15° proti vidm é ose m ikroskopu a pod ním 
vedle m ikroskopu um ístěna jest deska, k terá  slouží za 
podklad, na k terém  kreslíme. Kreslíme-li t ím to  přístrojem, 
d ívám e se do okuláru, v idíme desku i s tužkou  v zorném 
poli p repará tu , takže možno jednotlivé jeho ú tv a ry  po 
jejich kon tu rách  obkresliti.

T ím to  přístro jem  neobdržíme reálního obrazu, jako 
při komoře Oberháuserově. Deska, na k teré kreslíme, ne ­
smí býti položena vodorovně, nýbrž  musí bý ti nakloněna 
pod úhlem  30°. Sklon desky možno nejlépe zkusm o n a ­
lézt i tak ,  že desku stolku nakloním e as v úhlu 30°, na 
přístroji nakloním e zrcátko tak ,  aby  stupnice u z rcátka  
ukazovala 0°. Nyní postavím e na nakloněnou plochu 
sto lku tu žk u  nebo p ravoúhlý  tro júheln ík  tak , aby stál
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kolmo ku ploše stolku, a d ívám e se do m ikroskopu. Je-li 
deska s to lku nakloněna správné, t u  objeví se nám  na př. 
u tu žk y  v zorném poli jen její konce; není-li správně n a ­
kloněna, vidím e tu žk u  po celé její délce; v  tom  případě 
kloníme desku ta k  dlouho, až se nám  objeví pouze konec 
tužky . Kreslíme-li na desku, k te rá  leží vodorovně, obdr­
žíme obraz zkreslený a to  ta k ,  že kreslíme-li na př. ětve- 
ree, obdržíme obdélník; obraz se směrem od mikroskopu 
napravo  pro tahuje .

N akloněný stolek jest možno velice lehce si poříditi. 
R ůzné firm y dodávají sto lky ke kreslení, které jsou kom-

Obr. 30.

plikované (obr. 36.). Desku u to h o to  stolku možno dle 
po třeby  různě sklonití a zároveň možno celý m ikroskop 
i s deskou různě naklonili; na to m to  stolku jest kreslení 
velice pohodlné. P řís tro jem  A b b é o v ý m  můžeme krcs- 
liti kon tu ru  buď  právě t a k  velikou, jako  se jeví v m ikro ­
skopu, nebo ji můžeme zmenšili, po případě i zvětšiti. 
Hodláme-li kreslili v přirozené velikosti obrazu, to tiž  tak , 
jak  se jeví pod mikroskopem, n u tno  stolek ta k  ses t a  v it  i, 
aby  jeho přední h rana  byla ve stejné výši se stolkem 
mikroskopu. Máme-li obraz zmenšiti, tu  postavím e kreslicí 
desku výše, než uložen je stolek mikroskopu, máme-li 
obraz zvětšiti, musí deska býti níže umístěna.

Při projekci m nohdy shledáme, h lavně při slabém 
zvětšení, že rysovadla  není na  desce ke kreslení viděti;
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v takovém  případě nutno  světlo v mikroskopu zatemniti, 
ěehož docílíme buď vložením modrého neb hnědého skla, 
které již jest při komoře Abbéově, nebo tím, že postavíme 
před zrcadlo mikroskopu skleněnou desku barvy  modré 
nebo hnědé. Nestaěí-li ani to to  zatemnění, nakloníme po­
někud zrcadlo mikroskopu, osvětlující prepará t. Kreslení 
Abbéovou komorou vyžaduje dosti cviku a pevné ruky, 
máme-li zhotoviti přesné obrazy. —  Komorou tou to  možno 
přesně změřiti zvětšení, při kterém bvla kresba provedena, 
a to  tím  způsobem, že po nakreslení p repará tu  ten to  
s mikroskopu sejmeme a na místo něho při tém že uspo­
řádání díváme se na m ikrom etr (viz níže!), k te rý  vložíme 
pod objektiv; zvětšené dílky 
m ikrom etru projekění komo­
rou přeneseme si na kreslicí 
desku, kde je zaneseme. Tak 
můžeme pohodlně a přesně 
odměřiti zvětšení obrazu. Na- 
kreslíme-li si délku jednoho, 
neb více dílků, jak  se nám  pod 
mikroskopem jeví, a měří-li 
jeden takový  dílek, k te rý  11a 
m ikrom etru odpovídá V10 mm, 
při použití urěitého objektivu 
a okuláru 1 em , vidíme, že 
jest skuteěné zvětšení jako 
0 1  : 10 ěili 1 : 100.

Tím způsobem jest možno 
provést i měření mikroskopic­
kých elementů vůbec, nemá- 
me-li po ruce přístroje měří- obr. 37 .
čího.

Edingerův přístroj ke kreslení při slabém zvětšení
(obr. 37.).

Přístroj ten to  jest v lastně projekění aparát, kde in ten ­
sivní zdroj světla prostupuje preparátem , pod k terým  jest 
um ístěna lupa, k terou se p rom ítnu tý  obraz p repará tu  
zvětšuje a zvětšený obraz dopadá na papír, kde možno 
kontury  obrazu obkresliti. Lupy mají různou délku ohnis­
kovou, ěímž se dociluje silnějšího neb slabšího zvětšení.

Tento přístroj jest zároveň upraven tak , že pod lupou 
jest fotografická komora, kde nam ísto  papíru, na  němž
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se m á kreslili, um ístěna jest fotografická deska, takže se 
může obraz fotografovati.

Ačkoliv se zdá zařízení toho to  přístroje dosti pohodlné, 
má přece jen příliš mnoho vad, než aby  mohl bý ti  zvláště 
doporučen. Odborník v mikrofotografii Dr. Neuhaus sám 
praví o tom to  přístroji, že vedle sférických vad  každé 
lupy m á ještě m noho vad  jiných, jako  na  př. špatnou 
s tabilitu  a j. v., takže nemůže přístroj ten  k fotografování

doporučili. Co se týče kreslení, tu  jest mnohem  lepší po ­
můckou preparační mikroskop se zařízéním Abbéova kres­
licího přístroje, jde-li o slabá zvětšení (obr. 38.).

Přesné měření mikroskopických elementů.

Na přesné měření pořízeny jsou t. zv. m ikrom etry, 
a to  m ikrom etr objektivní a okulární.

Objektivní m ikrom etr jest sestaven tak , že 1 mm  
rozdělen jest na 100 dílků, u okulárního jest 1 m m  roz­
dělen iia 10 dílků. Máme-li m ěřiti různé elementy, musíme 
znáti hodnotu 1 dílku v okulárním  m ikrom etru. Počínáme
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si pak následovně: Objektivní m ikrom etr zastavíme a dí­
váme se naň  při určitém  zvětšení. Okulární mikrometr, 
k terý  jest mezi oběma čočkami okuláru, postavíme tak , 
aby se dílky objektivního m ikrom etru  kryly s dílky m ikro­
m etru  okulární ho. Nyní počítáme, kolik dílků objektiv ­
ního m ikrom etru  odpovídá 1 dílku v okuláru. N a př. 1 
dílek v okuláru rovná se 5 dílkům v objektivu; tu  vidíme, 
že pro urč ité  zvčtšení skutečná hodnota  1 dílku okulár- 
ního rovná se 0 05 mm; pro jiné zvětšení vidíme, že 1 dílek 
horní rovná se 1 dílku dolnímu a tu  pravíme, že pro ono 
zvčtšení jest skutečná hodnota dílku okulárního 0 01 m m , 
je-li objektivní 1 mm  dělen na 100. Možno jednou provždy 
při v lastn ím  mikroskopu sestavit i si tabu lku  skutečných 
hodnot 1 dílku okulárního pro různé systém y objektivů 
dotyčného drobnohledu. Zastavíme-li si nějaký preparát 
a hodláme-li měřit i na př. délku nějaké buňky při určitém 
objektivu a  nalezu em e-1 i, že délka buňky odpovídá jed ­
nomu dílku okulárního m ikrom etru, tu , známe-li skuteč­
nou hodnotu tohoto, jednoho dílku při daném  objektivu, 
vypočteme lehce délku oné buňky.

Pro apochrom atické objektivy s kompensačními oku- 
láry č. 6 jes t pořízen m ikrom etr tím  způsobem, že pro 
každý objektiv odpovídá hodnota jednoho dílku tolika 
m ikronům  (0*001 m m )9 kolik m ilim etrů čítá vzdálenost 
ohniska dotyčného objektivu; na př. při objektivu 16 mm  
rovná se jeden dílek okuláru 16 při obj. 3*0 m m  =  
1 dílek 3 fi atd .

Různé firm y vyrábějí rozličně sestavené a dosti kom­
plikované přístroje k měření; nejsprávnější m ethodou zů­
stane vždy ta ,  kde pro každý objektiv při různém  v y ta ­
žení tu b u su  vynajde se hodnota  jednoho dílku v okuláru.

Polarisační přístroj.

Zřídka kdy je t ře b a ; aby vyšetření histologické v bio­
logii, zoologii a td . dělo se v polarisovaném světle (vyšetřo­
vání v oboru mineralogickém se ovšem bez přístroje t a ­
kového neobejde), pročež zmiňujeme se jen docela stručně, 
že k různým  sta tivům  dodávají firm y dva d ruhy  polari- 
sačních přístrojů, a to  pro s ta tiv y  malé a velké.

Iv polarisačnímu přístroji přináleží jeden polarisátor, 
jeden ana lysá tor a kolekce sádrových a slídových plo- 
tének, k teré  se různí svým sestavením pro různé mikro-
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skopy. Při práci zastavím e pod objektiv  analv  sát or a po- 
larisátor otočíme tak , že při pohledu do okuláru  se zorné 
pole úplně zatemní; potom  vložíme p repará t  na m ikro ­
skopický stolek a prohlížíme jej polarisátorem. T ak  objeví 
se nám  p repará t  ve světle polarisovaném (svalstvo, chru ­
pavka , kost atd .).

Známkovací přístroj.

M nohdy jest nutno, hlavně při velkém zvětšení hom o­
genní immersí, poznaěiti si určité místo v preparáte  k opět­
nému nalezení a zastavení téhož. K  tom u účelu slouží
zvláštní přístroje značkovací. N a obr. 39. jest znázorněn

přístroj ve tv a ru  objektivu, na jehož 
dolním konci jest umístěn jem ný dé­
m antový  hrot. H ro t Sp.  jest poněkud 
excentricky uložen. Deštičkou S r . možno 
hrot otáčeti kolem osy. Vložíme-li ten to  
přístroj na m ísto  čočky (objektivu),
k terým  jsme určité místo vyhledali, a
otoěíme-li deštičkou, vyryje hrot dém an­
tu , k terý  jest pružným pérem tlačen ke 
krycímu skélku, na to m to  kroužek, čímž 
místo označeno.

Velice jednoduše můžeme si po- 
značiti určité místo tím to  způsobem: 

obr. 3 9 . Sklopíme mikroskop o 90°, takže hle­
díme do irisového stin ítka  v Ahbéově 

kondensoru zespoda umístěného. Zatáhneme-li irisové 
stínítko až na m alý otvor, a pérem, tuší označíme na 
spodní straně skélka o tvor stinítka, po případě objedeme 
d iam antem  ku psaní otvůrek ve stínítku a vyryjem e 
kroužek na skle.



III. Histologické nástroje a tekutiny pro mikro­
skopická pozorování.

Nástroje pro histologické vyšetřování.

Specielních nástro jů  pro mikroskopické práce jest ve­
lice málo. Veškerých nástrojů, kterých se používá při p ra ­
cích anatomických, použijeme i u prací histologických.

V první řadě jde o různě velké skalpelly, o větší a 
menší nůžky ohnuté a rovné, dále pincetty  hladké a zoub­
kované. Jsou  to  vesměs nástroje preparaění. P ro  řezání 
z volné ruky  používá se rovného, t. zv. Toldtova nože. 
Stejné řezy možno zhotoviti též obyčejnou břitvou. Chce­
me-li narychlo zhotoviti řez z čerstvého orgánu, použijeme 
dvojitého nože Klebsova. Nůž ten skládá se ze dvou pa- 
rallelnč postavených želízek, které možno šroubky k sobč 
přiblížili, neb oddálili. Pracujeme-li tím to  nožem, tu  nutno 
jej rychle zaseknout i do nějakého orgánu a tažm o pro­
jeti; tak  zůstane mezi oběma noži vězeti skrojek orgánu, 
k terý  rozevřením želízek z nože odstraníme a uložíme do 
fysiologického roztoku. (Nože toho se již neužívá, řezy 
podobné zhotovují se nyní mrznutím, jak  níže uvádíme.)

P r e p a r a ě n í  j e h l y ,  kterých se v histologii ne­
ustále používá, možno si jednoduchým způsobem zhoto­
viti tak , že obyčejné hrubší jehly k šití zasadíme do dře­
věného držátka. J in ak  přichází v obchodě velice mnoho 
různých držadel, do kterých  možno jehlu zasadili a upev­
nili. Jehel preparačních upotřebíme při trhán í (cupování) 
preparátů , dále přenášíme jehlou řezy do různých tekutin , 
jako barev, oleje atd .

Do některých teku tin  nesmíme ponořiti jehlu kovo­
vou, na př. do kyselin (osmičelé atd.), do roztoku chloridu 
zlatnatého, do roztoku dusičnanu stříbrnatého atd., po­
něvadž by se tek u tin y  oxydací rychle kazily. V tom  pří­
padě používáme jehel, které si zhotovíme tím  způsobem, 
že rozžhavíme na plynovém nebo lihovém hořáku skle­
něnou tyčinku a rychle protáhnem e ji do tloušťky, jaké 
si přejeme. Jeh ly  skleněné jsou velice praktické a levné.
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K  tém už úče lu ,upotřeb í se též velice často jehel z ostnů 
ježka, k teré si vsadíme do dřevěné tyčinky; těch to  jehel 
možno vždy použiti.

Lopatičky neb lžičky histologicke.

Tyto  lopatičky (obr. 40.) jsou kovové, v různých veli­
kostech a slouží k přenášení řezů z jedné tek u tin y  do 
druhé. Ponořím e lopatičku do tekutiny , ve které se řezy 
nacházejí, jehlou přivedeme řez opatrně na lžičku a p ři­

držíme ho na jejím horním okraji; pak v y ­
zvedneme lopatičku z teku tiny  a nakloně­
ním zbývající teku tinu  odstraníme. Možno 
též použiti lopatiček, které jsou dírkované, 
takže tek u tin u  nemusíme teprve  nahnu tím  
lžičky odstraniti, avšak jemné řezy se 
snadno poškodí, jelikož jsou odtékající 
teku tinou  v tahovány  do o tvůrků  v lopatce, 
ltcz  na lopatce přeneseme do jiné teku tiny  
nebo barvy. Touto  lopatkou přenášíme 
rovněž zbarvené a olejem prosycené řezy 
na podložní skélko a to  tím  způsobem, 
že položíme přední hranu lžičky na sklo, 
jehlou pak opatrně řez na skélko stáh-

Obr. 40. l l C m e -

Skleněné nádobky k mikroskopování.

Velice účelná jsou hodinová sklíčka v různých veli­
kostech, do k terých  se ukládají řezy k barvení. Dále jest 
zapotřebí několik větších skleněných nádobek, t. zv. p ta ­
čích skel, a skleněných misek, které mají zabroušené 
poklopy a chrání teku tiny  před znečištěním od prachu, 
vyschnutím  atd.

Pro  mnohé práce jest zapotřebí též větších skleně­
ných misek (Petriho), jejichž velikost závisí na  druhu 
práce. Na měření různých teku tin  upotřebí se známých 
graduovaných skleněných válců.

N a odssávání neb přikapování tek u tin  používá se 
skleněných kapátek, které mají gumové násadce, t. zv. 
p ipetty . Při filtrování tekutin , barev atd. používá se 
skleněných nálevek různých velikostí. Rovněž nutno  míti 
v zásobě několik skleněných zkoumavek, kterých velice 
často upotřebíme.
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T ekutiny , barvy  a td .  uchovávají se v lahvičkách se 
skleněnou zátkou, k teré n u tn o  opa tři t i  správnou signa­
tu rou . Veškeré lá tky , k te rých  upotřeb ím e při m ikrosko­
pování, musí b ý ti  naprosto  čisté a n u tno  pilně hled čti 
k tom u, aby  se prachem neznečistily. B arvy  k barvení 
p repará tů  jest nu tno  před použitím  vždy  filtrovati.

Tekutiny na mikroskopická pozorování.

K mikroskopování n u tn o  m íti  vždy po ruce některé 
tek u tin y  a lá tky , k terých  upotřeb ím e při vyšetřování 
čerstvých  p repará tů . Jsou  to  t .  zv. ,,tek u tin y  k pozoro­
v án í44.

F y s i o l o g i c k ý  r o z t o k  jes t roz tok  kuchyňské 
soli 0-8 g na  100 g destilované vody. V to m to  roztoku 
pozorujeme p rep ará ty  zhotovené z čerstvého m ateriá lu  
buď trh án ím  jehlou, nebo řezem. V to m to  roz toku  prohlí­
žíme rovněž různé natažené p růsv itné  blanky, jako  me- 
senterium, om entum  a td .

K y s e l i n a  o c t o v á .  P řip rav í se směs kyseliny 
octové ledové 1 g na 100 g destilované vody. P řidán ím  
kapky  rozředěné kyseliny octové vystoupí v čerstvém 
prepará tě  pod mikroskopem velice zřetelně jád ra  buněčná, 
v lákna vazivová a j.

G l y c e r i n .  V jedné lahvičce glycerin čistý, v jiné 
směs glycerinu s vodou ve ste jných  dílech. Této  směsi 
používá se při zkoum ání p re p a rá tů  po utvrzení zhoto ­
vených.

To jsou nejdůležitější teku tiny , ve k terých  prohlíží 
sc p repará t,  aniž se trva le  uschová. Iv těm to  tek u tin ám  
přináleží ještě čers tvá  k o m o r o v á  v o d a  z oka zvíře­
cího, k terou  obdržíme rozříznutím  rohovky oka volského 
nebo prasečího. Z přední kom ory vyteče čirá teku tina , ve 
k teré možno vyšetřovati čerstvé p repará ty . U m ě l é  
s é r u m  j o d o v é  přip  r  avímc si ta k to :

Voda dest. 135 ccm
Vaječný bílck 15 g
NaCl ‘ 0-2 g

Směs filtru jem e a k f i l t rá tu  přidám e 3 ccm 10% jo ­
dové t in k tu ry .  T ím  povstane sraženina, k terou nu tno  
znova filtrovati (nejlépe přes předené sklo).
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J o d o v é  s e r u  ni p ř i r o z e n é  jes t am niová t e ­
k u tin a  zvířecího em brya smíšená s jodovou t in k tu ro u ;  
povstane rovněž sraženina, k terou  filtrováním  odstraníme.

Prosvětlující látky.

Olej o r  i g a n  s k  ý nesmí rozpouště ti celloidin, ve 
k terém  jsou p rep ará ty  zality. O dbarvuje poněkud b a r ­
v ivá dehtová.

Olej b e r g a m o t t o v ý  nerozpouští celloidin a 
neodbarvu je  p repará ty  zbarvené dehtovým i barvivý.

Olej h ř e b í ě k o v ý  rozpouští celloidin, nemožno 
ho tud íž  použiti pro řezy celloidinové, leě bychom hodlali 
celloidin odstraniti. P repa rá ty , k teré  byly dehtovým i b a r ­
v ivý  zbarveny, odbarvuje .

X  y 1 o 1 hodí se pro p rep ará ty  jak  v celloidinu, tak  
i paraffinu  zalité; celloidinové řezy však se silně svrašťují.

Směsi x  y  1 o 1 u  a a n i l i n o v é h o  o l e j e ,  jakož 
i xylolu a kyseliny karbolové, používá se jen v určitých 
případech, na k teré  bude v dalším poukázáno.

K o f l e r  (Z. f. M. Bd. 37, 1920) uzav írá  p rep a rá ty  
drog do tek u tin y :

N a tr .  salicylicum 10 g 
Aqua deštil. 15 cc
Kreos. liquefact. 5 g

T eku tina  ta to  m á velice m ohutnou  
schopnost prosvětlovací a pone­
chává veškeré ú tv ary ,  m em brány  
buněk a td .  beze změn.

Látky k ukládání preparátů 
pro trvalé uschování.

Pro  trva lé  uschování vk ládají se řezy většinou do 
pryskyřice, někdy též do glycerinu, nebo do směsi glyce­
rinu a gelatiny.

1. K a n a d s k ý  b a 1 s á  m. T ohoto  balsám u p o ­
užívám e obyčejně tak , jak  jej v obchodě obdržíme; je-li 
příliš hustý, rozpustí se přidáním  chloroformu, xylolu 
nebo benzolu (obr. 41.).

2. D a m a r s k á  p r y s k y ř i c e .  D am arskou prys ­
kyřici v prášku rozpustím e v te rpen týnovém  oleji s při-

3168 3169

Obr. 41 . Sklenčné nádobky na 
kanadský balsám.
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dáním  benzolu. R oztok ten to  necháme ustá tí  několik dní, 
pak jej sfiltrujeme a filtrát pomalu odpaříme, až dosta ­
neme svrupovitou teku tinu .

3. K o l o p h o n i u m - b e n z o l .  Do benzolu dáme 
tolik  čistého kolophonia, kolik se rozpustí. P ak  přidám e 
ještě trochu benzolu, abychom  obdrželi hustou syrupo- 
v itou tekutinu .

4. G e l a t i n y  s přidáním  několika kapek  fenolu 
používá se v  histologii živočišné velice zřídka. Velice často 
používá se té to  směsi na p repará ty  botanické.

Č i š t ě n í  g e l a t i n y .

Gelatina, k teré  hodláme použiti buď k hotovení pud 
bakteriologických, nebo na uzavírání p repará tů  atd ., musí 
bý ti naprosto  čistá. Za tím  účelem vložíme

10 g gelatiny 
do 80 ccm destilované vody.

Gelatina ve vodě zduří, pak  ji rozpustíme na mírném 
teple  asi při 50— 60% C. Připravím e si čerstvý vaječný 
bílek, ze k terého vezmeme malou lžičku a přidám e 20 ccm 
destilované vody. Tento  zředěný bílek přidám e do roz­
puštěné, ale poněkud vychladlé gelatiny a dobře prom í­
cháme. Gelatinu s bílkem nyní vaříme as po 20— 30 m inut, 
při čemž se bílek úplně srazí. K dyž gela tina poněkud 
zchladla, nu tn o  ji filtračním  papírem procediti. Na misto 
čerstvého bílku vaječného jest možno použiti 0-3 g Al- 
bum en ovi siccum.

V g l y c e r i n u  uložené prepará ty , mají-li býti stálé, 
nu tno  obehnati rámečkem  pryskyřiěnaté  nebo dehtové 
látky; nej častěji se užívá asfaltu , k terým  ohradí se krycí 
skélko, by tek u tin a  nevyschla. (Orámeěkování p repará tu  
v glycerinu viz str. 93.)



IV. Vyšetřování za čerstva a fixace.

Vyšetřování za čerstva.

Vyšetřování mikroskopické řídí se povahou d o tyč ­
ného m ateriá lu  a provádí se velice různým  způsobem.

Důležité jest vyšetřování „čers tvého44 neb „živého44 
m ateriálu , neboť skutečně jasné p ředstavy  a  názoru o ele­
m entech histologických veškerých tk an iv  možno naby ti 
pouze na čerstvém m ateriá lu . Velice lehce lze se přesvěd­
čiti o tom , že chování se p lasm atu  buněčného, jeho vzhled 
a td . za živa nemůžeme tém ěř ani srovnati  s ú tvary , které 
obdržíme při vyšetřování téhož m ateriá lu  po účinku růz ­
ných tek u tin  „u tv rzovae ích44. I jest možno tv rd iti ,  že 
ú tv ary  po různých fixacích jsou jen jakousi „kos trou44 
oněch ú tv a rů  živých, a každý, kdo vyšetřu je  m ateriál 
fixovaný, musí míti n a  mysli, že nemá co činili s ú tv a ry  
živými, nýbrž jen  s jakým isi „aequ ivalen ty46 oněch útvarů , 
a najde, že jeden a tý ž  ú tv a r  po různých fixacích nabývá  
různého vzhledu.

Chceme-li vyšetřovati nějakou tk á ň  za čerstva, jest 
nutno, abychom  ji uložili do prostředí, k teré  by nepůso­
bilo pokud možno zm ěnu na elementech tkáně . Za tím  
účelem vkládá se takové  tkan ivo  do „fysiologického roz­
to k u 44, nebo jiných, dříve uvedených tek u tin  (str. 45, 46). 
V těch to  teku tinách  můžeme V3'še třovati pouze za čerstva, 
a nedají se ta k to  získané p repará ty  na  dlouhou dobu 
uchovati. Má-li p rep ará t  býti poněkud déle dem onstrován, 
nu tno  jej nějakou  lá tkou  ve vodě nerozpustnou obehnati, 
t. j. kolem krycího skélka, na př. parafinem  neb hustým  
ricinovým olejem objeti.

J e s t  vždy nu tno  znáti, jak ý m  způsobem možno pre ­
pará t  k  čerstvému vyšetřování přizpůsobili. Chceme-li 
na př. vyše třili  čás tky  svalu, tu  nemožno tak o v ý  kousek 
ihned pod sklíčko vm ěstnati,  nýbrž musí se nejdříve 
pokud možno na  nejmenší makroskopicky viditelné čás­
tečky jehlami rozvlákniti. Pochod při té to  práci jest 
tento: N a očištěné sklíčko podložní dám e kapku  fysiolo-
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gického roztoku 0-8% N aCI; do té to  kapky  vjožíme čás­
tečku  svaloviny a nyní dvěm a silnými špičatým i jehlami 
hledíme v lákna od sebe oddělili. N ejdříve roztrhne se 
kousek 11a dva díly, a to  ve směru vláken, pak  pokračujeme 
v dalším trhán í,  až povstala ta k  jem ná vlákcnka, že není 
možno jich již děliti. Po tom  přiložíme očištěné sklíčko 
krycí opatrně na p repará t.  Toto  p řik ry tí  vyžaduje  delšího 
cviku, neboť proudem  teku tiny , k te rý  povstává přilnutím  
skélka krycího k podložnímu, odnášeny jsou nejjemnější, 
a tud íž  nejlepší částečky p repará tu  ke straně, nebo dokonce, 
je-li mnoho teku tiny , zcela vyplavou mimo krycí skélko. 
Podobně si počínáme, hodláme-li vyše tři l i  periferní nerv- 
stvo. Částku nervu  položíme 11a podložní skélko do roz­
toku  NaCI; jehlam i odstraním e nejprve vazivo (pcrineu- 
rium) 11a povrchu nervu, potom  oddělujeme nervová v lák ­
na, pokud je to  možno. V tom to  případě musíme si opa­
t rn ě  počínali, a to  proto, poněvadž isolovaná nervová 
v lákna  jsou velice jem ná a přilnu tím  krycího sklíčka by 
se valně poškodila (rozmačkala). Abychom se toho u v a ­
rovali, vk ládám e mezi sklíčko krycí a podložní úzký prou ­
žek hedvábného papíru , nebo úlomek velice tenkého k ry ­
cího skélka. T ím to podkladem  povstává mezi oběma skly 
dosti velká prostora, ve k teré se uchrání p repará t  před 
rozmačkáním . T ak to  si počínáme ve všech případech*, kde 
jde  o hutnější částečky, ponejvíce stejnorodé tkáně, 11a př. 
svalstvo příčně pruhované, svalstvo hladké, šlachy, v a ­
zivo, různé žlázy, žlázovité orgány a td .

P ři  vyšetřování tenkých  blan, 11a př. mesenteria, 
omenta, ligament, a td .  vystřihnem e kousek blány a vlo­
žíme nejdříve  tu to  částečku do roz toku  NaCI v eprou- 
vetč, kde ji po případě volným  pro třepáním  očistíme od 
různého znečištění, jako  krve a p. P o té  tek u tin u  i s p re ­
pará tem  vylejeme na  hodinové skélko, nebo jej vyjm em e 
jehlou z cp rouve tty  a položíme na  podložní skélko do 
kapky  NaCI roztoku. N a jedné s traně přichytím e prepará t 
jehlou, a nyní jem nou a čistou vlasovou štětičkou rozvi­
neme jej 11a ploše skélka. Máme-li p rep ará t  rozprostřený, 
dám e kapku  roz toku  NaCI na skélko krycí, načež rychle 
je obrátím e, by k ap k a  přišla na  s tran u  spodní, a preparát 
jím  přikryjeme. P odobným  způsobem vyšetřu jem e veškeré 
blány, na  př. rohovku, m embr. nicticans a vesica urin. 
u  žab, tr i to n a ,  sa lam andra  atd ., kde to tiž  b lána sam a jest 
dosti průhlednou, a kde jednotlivé elementy možno i při 

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 4
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silném zvětšení s tudovati.  Velice poučnou ke studiu za 
čerstva jest rozprostřená palpebra  I I I .  (m. nicticans) žáby.

P ři  tom to  vyšetřování tk an iv  za čerstva shledáváme, 
že jád ra  buněčná nejsou ve většině případů  dosti znatelná; 
aby  zřejmě vystoupla, p řidávám e k p rep ará tu  rozředěnou 
(asi 1%) kyselinu octovou. Děje se to  tak ,  že na preparát, 
těsně vedle krycího sklíčka, dám e kapku  zředěné kyseliny 
octové, na opačnou s tranu  p repará tu , až ke krycím u skélku, 
přiložíme proužek ssacího papíru. Tím nastane  difuse a 
tkan ivo  přijde ve s ty k  s kyselinou. Je s t  dlužno dbáti toho, 
aby  papírem nebyla  vyssáta  veškerá teku tina , nýbrž jen 
tolik, kolik nu tno , ab y  p rep ará t  nevyschl.

V případech, ve k terých  dlužno zbarviti některé 
ú tv a ry  p repará tů  (na př. jádra) nebo provésti určitou 
reakci na tk á ň  (jod), nebo reakci na vápno  (kyselinami), 
počínáme si stejně, jako u přidávání kyseliny octové. N a 
jednu  s tranu  skélka krycího kápnem e barvivo dehtové 
(m nohá z obvyklých barv iv  by dala  ihned sraženinu, jako 
haem atoxylin  a j.), na druhou s tran u  vložíme kousek 
ssacího papíru. T ím to  způsobem možno ovšem zbarviti 
jen p repará ty , k teré  jsou trhané , cupované na malé čás­
tečky  (svalstvo, šlachy, žlázové ú tvary); p rep ará ty  bla- 
n ité  nebarví se t a k  dobře. P ř i  těch to  postřehnem e, že 
okraje přijím ají velice mnoho barviva, střed  však zůstává 
nezbarven. Chceme-li b lanité p repará ty  zbarviti, tu  se­
jm em e krycí skélko s p repará tu  a vložíme onu blanku 
do barviva , k teré  jsme si připravili tak , že jednu  nebo 
několik kapek  barv y  vodové ukápnem e do šáleěku s roz­
tokem  N aC l . V to m to  nechám e blanku dle potřeby ně­
kolik m inu t barv ití ,  pak ji opět v  eprouvetě vym yjem e 
a znám ým  způsobem na podložním sklíčku jehlou a ště ­
tečkem  rozprostřem e.

K  podobném u barvení hodí se nejlépe dehtová b ar ­
viva, a to: anilinová modř, anilinová violeť f í  (S. Mayer) 
a p. (viz barvy  dehtové). Velice krásné a poučné p repa ­
rá ty  t ím to  způsobem zhotovené ský tá  vesica urin. žáby, 
t r i to n a  neb salam andra. Rozstřihnem e měchýř, část roz­
prostřeme na skélko a  silně štětcem  om ývám e, abychom 
blánu zbavili epithelu. Po tom  protřepem e blánu v eprou ­
vetě, obarvím e v šálku, opět protřepem e a očistíme od 
nadbytečné barvy, rozprostřeme 11a podloženém skélku a 
přikryjeme. T ak to  získáme prepará t, kde jsou velice krásně



51

zbarveny  nejrůznější formy buněk vazivových, hladké 
svalstvo, nervy, cévy a td .

Zvláštního způsobu použijeme při vyšetřování krve*
•— krvenek  barevných —  za čerstva. Není snad druhého 
objektu, k terý  by se ta k  rychle ve své formě měnil, jako 
rudé krvenky. Není ani možno ta k  rychle pracovat.i, ab y ­
chom za dobu mezi vzetím  ěerstvé krve (vpich do prstu), 
přenesením k apky  n a  skélko a p řik ry tím  na skélko pod ­
ložní, obdrželi nezměněné elementy krve. Nejlépe jest při­
praví ti si vyčištěné skélko krycí tak , že po jedné straně 
objedeme jeho kraje uzounkým  lemem hustého oleje rici­
nového. Chceme-li p racovati s k rv í člověčí, jest nejlépe 
om ýti špičku (bříško) p rs tu  a desinfikovanou (opálenou) 
jehlou vbodnouti do kůže; jakm ile se ukáže m alá kapka 
krve, dotknem e se jí čistým  a olejem lemoveným skélkem 
a to to  rychle položíme na skélko podložní. K ap k a  na 
skélku se roztáhne, není však n ijak  stlačena, poněvadž 
skélko odstává následkem  vloženého rám ečku olejového 
od skla podložního a olej současně zabraňuje vyschnutí 
tek u tin y  krevní. Jen  t ím to  způsobem jest možno po ně­
jakou, ovšem jen  krá tkou  dobu, krev vyšetřovati  ve s tavu  
přibližně normálním. Než i tu  shledáme, že některá místa 
ukazují rudé krvenky již pozměněné.

S te jným  způsobem n u tno  vyše třova ti  i krev  všech • 
jiných obratlovců. U p ták ů  a studenokrevných obratlovců 
n as tupu jí změny krvenek poněkud pozvolněji. Nalezneme 
velice mnoho úda jů  o různých  teku tinách , na př. tek u tin a  
Loviho, Periney a j., ve k terých  se m ají udržeti krvenky 
rudé nezměněné. E xperim entální pathologové hleděli do- 
cíliti nějaké směsi, k te rá  by byla  indiferentní a neničila 
krvenek rudých. Než jako  všude, kde nalézáme mnoho 
prostředků, vidíme, že každý m á své vady, ta k  právě 
i zde množství jm enovaných  tek u tin  dokazuje nejlépe, že 
žádná není bez chyb, a že zůstává i nadále teku tina , 
k te rá  by zachovávala krvenky rudé za čerstva beze změn, 
pouhé pium  desiderium. Přece však některé z nich zacho­
v áva jí k rvenky po jistou  dobu dosti dobře. Nesmí se za- 
pomenouti, co znam ená vyšetřování krvenek za čerstva, 
a h lavně m íti na zřeteli, že jde při to m  o něco zcela jiného, 
než při vyšetřování t .  zv. moderními m ethodam i, kde krev 
se suší, konservuje, barví a td .,  ale to  možno jen tam  pro­
váděti, kde nejde o skutečné krvenky nezměněné; ta to  
m ethoda  (viz níže) nespadá ovšem do kapito ly  této .

4*



Mnohdy jde o to, abychom  z určitého orgánu n a ­
rychlo zhotovili p rep ará t  za čerstva, ne však  trháním , 
ani rozprostřením ; chceme m íti celkový pohled na určitou 
část orgánu. V to m to  případě jest nejlépe, ohnutým i nůž­
kami sestřihnouti pokud možno nejtenší lamelu z orgánu; 
cvik napom áhá, že možno obdržeti velice tenké plátky, 
které pak  v indiferentní teku tině  možno vyšetřovati.  T ak to  
připravený p repará t  bývá  zvláště na  okrajích někdy ta k  
tenký , že dovolí vyšetření i při silném zvětšení. V p řípa ­
dech, kde jde o rychlou diagnosu (při operacích atd.) po ­
užijeme dvojitého nože Klebs-Toldtova. Takové řezy stačí 
úplně pro rychlou diagnostickou orientaci; ta k  na př. na 
reakci jodovou pro amyloid, pro diferenciální diagnosu 
karcinomu, sarkomu atd .

Při vyšetřování za čerstva (živa) při studiu  biolo­
gickém neb zoologickém počínáme si právě tak , jako  při 
hotovení p repará tů  jiných. Jd e  obyčejně o větší kousky, 
a t u  radno  vždy pod krycí skélko něco podložiti, na  př. 
úlomek krycího skélka, vlas, nebo proužek hedvábného 
papíru, by  netrpěl p repará t t lakem . N čkdy možno použiti 
též t .  zv. k ap k y  v i s u t é ,  nebo vlhké kom ůrky. N a 
skélko krycí dám e kapku  vody k vyšetření a přiložíme 
na vybroušené skélko podložní. V yšetřovati možno i při 
silném zvětšení. P ři takovém  vyšetřování shledáme tu  
nepříjem nou vlastnost, že na př. nálevníci vykonávají 
(zdánlivě) velice rychlý  pohyb, a čím silnějšího zvětšení 
používáme, tím  rychleji nám  mizejí se zorného pole. Tom u 
pohybu možno odpomoci bez porušení dotyčného m a te ­
riálu tím , že n a  s tran u  sklíčka krycího kápnem e slabý 
roztok cocainu, nicotinu, nebo silně zředěného chloroformu 
(chloroform nakapem e do vody  v  eprouvetě a po delší 
dobu pro třepávám e; n ep a trn á  část chloroformu zůstane 
ve vodě a stačí k  omámení zvířeny v kapec).

Infusoria a pod. můžeme též za živa barv it í  tak , že 
na jedné s traně skélka nakápnem e roztok ,,Ehrlichovy 
m odře66 neb ,,neu tr, červeně66 v roz toku  NaCI, 11a druhé 
straně  skélka nechám e vsakovati tek u tin u  do ssavého 
papíru; když je p rep ará t  obarven, p řidávám e opět čistý 
roztok NaCI a odssáváme p ijavým  papírem ta k  dlouho, 
až zůstane p repará t  čistý.

T ak též  barvení u rč itých elementů za živa jest možno 
tak  provésti, že do kapky  roztoku barevného (Ehrlichova 
modř, neutrá ln í červeň a j . )  vkápnem e vody vyšetřované,
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nebo možno opatrně  substanci barvy jehlou na  podložní 
skélko na tříti ,  n a  to  vkápnouti vody, k terá  pozvolna 
barvu rozpouští a nálevníky  (jen některé ú tv a ry  jich) 
za čerstva barv í (jádra, různá  granula a j.).

Tým ž způsobem možno dělati p rep ará ty  za čerstva 
z různých k u ltu r  bakterií, a ty to  vyšetřovati,  když jde 
hlavně o to, zda m ají v lastn í pohyb, ěi ne. Jsou  to  t a k  
zv. n a t i v n í  p repará ty .

Fixace preparátů.

J iž  od prvních počátků  badání mikroskopického bylo 
snahou p řiprav ili  si čerstvý m ateriál nějakým  způsobem 
tak , aby bylo možno jej vyšetřili  jinak, než za čerstva. 
Toho možno dosáhnouti pouze tím, že m ateriá l zpracuje 
se na  tenké řezy. Bylo by však dlužno hleděli k tom u, aby  
připravený m ateriá l nelišil se ve své podsta tě  a nebyl 
pozměněn ve v lastnosti, k te rá  m u za norm álních poměrů 
přináležela. K am  snaha ta to  vedla, ukazuje nám  nejlépe 
nesčetný počet tek u tin  t .  zv. fixačních, k terých  se po­
užívá, a které jsou různě vynášeny. Fixační tek u tin y  jsou 
různé roztoky a jejich.směsi a povstávaly  většinou naho­
dile; není nám  znám o z lite ra tu ry , že by některá  fixační 
tek u tin a  byla bývala  zavedena ze skutečně vědecky dolo­
žených p ředpokladů .

Ze žádná z těch to  fixačních met hod nedocílila toho, 
po čem histolog touží, ukazují nesčetné modifikace jed ­
notlivých, již od dřívějších dob znám ých fixací. .V po­
slední době vystoupili mnozí badatelé  a předložili si otázku, 
co jest a v čem vlastně  záleží fixace a co děje se v živé 
tk án i po aplikaci různých fixačních tekutin . Bylo použito 
různých látek, jako  bílku vaječného, liquor foliculi a  mnoho 
jiných, na k teré se působilo různým i fixačními tekutinam i, 
a tu  nalezeno při těch to  experimentech, že povstávají, 
na př. ve f iltrovaném  bílku, nejrůznější formace, úplně 
odpovídající oněm, k teré nalezneme po fixaci tkáně, a 
které vyk ládány  jako určité, přeform ované s t ru k tu ry  
v buňkách  za živa existující.

T e 11 y e s n i c z s k ý  (Merkel - B o n n e t : Jahresberich te  
X I. 1901) praví: ,,Histologie přestává bý ti  popisnou vě­
dou, jakm ile se popisuje s tavba  orgánů na  základě fixo­
vaných objektů. Různé fixování — se k terým žto  zlem musí 
histolog poěíta ti  — znam ená v lastně řadu  experimentál-
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nich výkonů, k teré  se vsunují mezi živé poměry a popis; 
avšak první podmínkou každého experim entu jest důkladná 
znalost veškerých prostředků k vyšetřování potřebných, 
bez k teré  nikdo se nem á odvážiti na pole vyšetřování. 
A právě, že ,,fixování“ nestalo se předm ětem  důkladného 
studia, musila n as ta ti  nu tně  — následkem neznalosti v y ­
šetřovacích prostředků  — tak o v á  řad a  omylů a m ylných 
nálezů. Důležitost fixování jest mnohem větší než barvení; 
to to  jest jen pomůckou snadnějšího vidění již fixovaných 
částek, aniž by se tím  tv a r  poškodil. Avšak jinak  tom u 
jest při fixování, kde jde o odumření, srážení atd . živé 
hm oty, ěímž povstávají nové sloučeniny bílkovin, a co 
mnohem důležitější, p o v s táv a jí  pro histologa úplně nové 
tv a ry ,  při jichž posuzování musí bý ti  zachována největší 
opatrnost. “

Mezi různým i pracemi na  čistě histologickém pod­
kladě dávají nálezy F l e m m i n g o v y  velice cenná 
da ta .  Jsou  to  ony údaje, k teré  o tvírají novou dobu v dě­
jinách fixace, ze k terých  povsta la  jeho, Flemmingova, 
fixační teku tina . Však zásluha Flem mingova měla již 
v sobě i zárodky stinné, neboť nenastalo další školou 
zlepšení věci samé, nýbrž nedostatkem  geniálnosti a auto- 
k ritiky  m istra  právě jen  slabá s tránka  m ethody vzrostla 
k velkým omylům. N enastala  čistě kritická pozorování, 
nýbrž objevila se nesčetná řada  tekutin .

J a k  již dříve uvedeno, mnoho bada te lů  obrátilo zřetel 
svůj k experim entům  a zkouškám, jak  působí udané a 
různě vychvalované fixační m ethody 11a tkáně, buňky, 
bílkoviny a p. Jeden  z prvních byl prof. J a n o š í k  
(1893 Česká Akademie), k terý  dělal pokusy s f iltrovaným  
bílkem, se živou bílkovitou látkou, liquor foliculi, s v a ­
jíčky ssavcími z ovarií čerstvě v yňa tým i atd . P ak  násle­
dovala řad a  jiných prací: K a i s e r l i n g ,  G o r n e r
1893, F i s c h e r  1894, T e l l y e s n i c z s k ý  1898, 
V a s i e l e v s k i  na  botan ickém  m ateriá lu  1899 a j. v. 
(Bližší l i te ra tu ru  o těchto  a podobných pracích lze nalézti 
v Merkel-Bonnet, Ergebnisse 1901, X I.  sv.)

Velice záslužnou práci vzal na  se bo tanik  F i s c h e r ,  
k te rý  celou lá tku  fixačních m ethod podrobil přísně věde­
ckému prozkoušení. Kdo blíže se o věc zajímá, ten  musí 
shlédnouti originální práci, k te rá  jest oceněna všemi sku ­
tečným i badateli mikroskopické anatomie.



Vyskytly se ovšem i nám itky  proti jeho práci; tak  
na př. S. M ú l l e r  praví: „Dle mého náhledu doznaly 
nálezy Fischerovy ze všech s tran  plného uznání, ovšem 
beze vší kritiky; i musím tudíž  s B e n d o u  ostře ozna- 
ěiti, že veškeré nálezy F ischerovy d o s u d  a n i  j e d i n ý  
v ý s l e d e k  h i s t o l o g i c k ý  s e  s v ě t a  n e p ř i -  
v o d i l y .  Největší snad výtěžek by záležel v tom , aby  
práce t a  vzbudila větší intercs pro studium  čerstvého 
m ateriálu. “

Ovšem tak o v á  sofism ata nejsou s to, aby ta k  zá­
služnou a vědecky odůvodněnou práci oslabila.

Důležité jest, aby si každý histolog uvědomil, že 
obrazy, které vidíme na fixovaném objektu, jsou více 
a r te fak ty  a jen snad jakousi kostrou toho kterého ele­
m entu, a že nem ám e před sebou elementy skutečné, nýbrž 
jen jejich aequivalenty. S tru k tu ra  p lasm atu  po fixování 
neodpovídá s tru k tu ře  za živa; nedá se tud íž  o s truk turách  
buněk fixovaného m ateriálu m luvit i, jelikož jsou vždy 
závislé na prostředku fixačním, kterého použijeme v tom 
nebo onom případě. Zároveň vidíme, že jeden a týž  fixační 
prostředek nedělá s tru k tu ry  a sraženiny plasm atu  ve 
stejnorodých buňkách stejně, neboť každá buňka nabude 
jiného vzhledu.

Veškerá badání o m ethodách  fixačních nepřinesla sice 
ono kýžené „p ium  desiderium “ histologů, vynalezení uni­
versálního fixačního prostředku, avšak veškeré práce shodly 
se v úsudku, že musíme rozeznávati lá tky , které plasma 
buněčné buď srážejí, nebo nesrážejí, buď rozpouštějí a 
macerují, a nebo jsou indiferentní, ta k  na  př.: Kalium  
bichrom. a kyselina osmičelá nesráží vůbec, kyselina octová 
sráží určité d ruhy  bílkovin, kdežto jiné rozpouští. To jest 
asi hledisko chemické. N a druhé straně béře se zřetel po 
stránce fysikální; některé lá tky  svrašťu jí objekty, jiné 
opět působí bobtnání. Z pokusů na vajíčkách ssavčích je 
zřejmo, že na př. sublim átem  m ateriá l se svrašťuje , v roz­
toku  NaCI poněkud zbobtná, právě ta k  jako po Flemmin- 
gově teku tině  m ateriá l se o něco málo zvětší. Kyselina 
pikrová se alkoholem úžasně svrašťuje  a td . K a i s e r l i n g  
udává, že t. zv. dobrá tek u tin a  fixační jest ona, k terá  
konservuje živou tk áň  tak , aby byla zachována forma 
i objem. Při fixačních prostředcích jest nevyhnute lná  
znalost, jak  fixace působí na další pochod při barvení. 
Tu, jak  později ukážeme, po některých fixacích jest možné
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zbarvení p repará tů  různými barvivý, po jiných jen urči­
tým i, a konečně některé fixace nedovolují vůbec zbarvení.

Prostředky fixační.

Dle zkušeností naby tých  experimentem a mikrosko­
pickým srovnáváním  tkaniv , tv rzených různým i fixač­
ními tekutinam i, rozděluje F i s c h e r  fixační tek u tin y  
na t ř i  skupiny. Tím ovšem, jak  dobře uvádí T c 11 y e s- 
n i c z s k ý, není řečeno, že by snad jedna  skupina t e ­
ku tin  byla lepší fixační prostředek než druhá, nýbrž  že 
jedna druhou navzájem  podporuje a chyby vyrovnává.

I. skupinu tvoří kombinace směsi osmičelé kyseliny 
s kyselinou octovou. Tyto  dávají ostré obrazy buněk, leě 
vyžadují jen  m alých objektů.

II .  skupinu tvoří kombinace směsí dvojchrom anů s k y ­
selinou octovou. Tyto  tek u tin y  dovolují zbarvení různým i 
m ethodam i a hodí se zároveň pro všeobecnější používání. 
Dovolují fixování velkých objektů. N utno  pam atovati,  že 
tk an iv a  se cliromany zabarvují.

I I I .  skupinu tvoří teku tiny , kde opět jen kyselinou 
octovou obdržíme fixací, aniž se elementy zabarvují. Řezy 
možno barv ití  nejrůznějšími m ethodam i. Sem náleží subli- 
m át, formol, alkohol a chloridy různých těžkých kovů.

K y s e l i n a  o s  m i ě e 1 á 0-5— 1 % rozpuštěná ve 
vodě, do níž ukládají se p repará ty , k teré  smějí býti jen 
velice malé (několik milimetrů). Této tek u tin y  používá 
se ponejvíce jako reagens na  tk á ň  tukovou, myelín a pod. 
Jelikož nesráží protoplasma, jest nutno, chceme-li p re ­
p ará t  ještě barvití, vložit i kousky m ateriá lu  po vym ytí  
dodatečně do Můllerovy teku tiny .

Kyselina osmiěelá doporučuje se k fixování ve způ- 
sobě par. 2%  roztok kyseliny dá se do lahvičky se širo­
kým hrdlem, malé kousky m ateriá lu  upevní se buď na 
zátku, neb se zavěsí do lahvičky tak , aby  nebyly ve styku  
s teku tinou .

Kyselina osmiěelá s kyselinou octovou:

Kyselina osmiěelá 1 % . . .  . 4 ccm.
Kyselina octová 1 % ..................... 100 ccm.

Po u tvrzení dobře vym ývati  v alkoholu!
C h r o m  —  o s m i u m  — o c e  t.  F  l e m  m i n g o v a 

t e k u t i n a ;  ta to  směs jest ve dvou koncentracích, a to: 
slabá a silná.
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Slabá směs: kyselina chromová 1%  . 2 5  ccm
,, osmiěelá 1% . . 10 ccm
„ octová 1% . . . 1 0  ccm

destilovaná voda . . . .  55 ccm

Silná směs: kyselina chromová 1% . 7 5  ccm
,, osmiěelá 2%  . . 2 0  ccm
,, octová ledová . . 5 ccm.

Fixování m ateriálu  to u to  teku tinou  jest velice obtížné, 
máme-li obdržeti skutečně celý prepará t tou to  tekutinou  
,,profixovaný“ . N utno  podotknouti, že v té to  tekutině 
m áme tři substance, k teré  nestejně rychle m ateriál p ro ­
stupují; nejrychleji vniká kyselina octová, pak chromová 
a nejpozději kyselina osmiěelá. P ro to  jest dlužno do té to  
tek u tin y  uk ládati velice tenké kousky m ateriálu  — ne­
záleží ta k  na rozloze do šířky, jako na tlouštcc p repa­
rá tu ; nu tno  jej t a k  upraviti,  aby  celý objekt mohl bý ti 
všemi třem i substancemi co možná nejrychleji stejno­
měrně prostoupen. Zda jest p repará t řádně fixován, po­
známe dle řezu naloženého objektu . P ři větším  a tlustším  
kousku jest kraj zbarven do hnědá, dále od kraje jest 
řezná plocha objek tu  žlutá a ve s tředu již pouze bílá. 
V takovém  případě byla fixace nesprávná, neboť pouze 
na kraji bylo fixováno správně, dále ke s tředu působila 
již jen  kyselina chromová s octovou, ve středu  pouze 
octová. Při mikroskopickém vyšetřování řezů, zhoto­
vených z ta k to  utvrzeného m ateriálu , vidíme ovšem ve­
liký rozdíl na stejnorodých elementech.

F  1 e m m i n g tvrd í, že staěí již k rá tk á  doba, asi G 
hodin, aby m ateriá l byl dobře fixován, avšak zkušenost 
ukázala, že p repará tu  neškodí, ponecháme-1 i jej v te k u ­
tině po 24 hod. i déle, jelikož fixace je tím  jistější. Zku­
šenost a pokusy učí, že jest vždy  lépe ponechat i m ateriál 
déle ve fixační tekutině, neboť jednou fixovaným ele­
m entům  tek u tin a  již neškodí. Je s t  nu tno  tudíž do Flem- 
mingovy teku tiny  uk láda ti tenké  úřezky orgánu, kde je 
ponecháme 6— 24 hodin i déle, dle jich rozlohy. F ixovaný 
m ateriá l vym yjem e důkladně v  tekoucí vodě (as 24— 48 
hodin), a uložíme jej nejprve do slabého lihu, k terý  po­
zvolna zesilujeme, až na 96% .

Má-li se docíliti dobrých výsledků barvení, doporu­
čuje se m ateriál rychle zpracovali. Barví se dobře haema- 
toxyliliem, safraninem, gentianou a j. v. B uňky tukové
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a myelin nervových vláken jsou po kyselině osmičelé 
zbarveny černě. (Srovnej barvení nervstva  str. 147.) 

Z e n k e r o v a  tek u tin a :  Aq. dest. 100 ccm

Kyselinu octovou přidám e v udaném  poměru v po­
slední chvíli, když hodláme tek u tin y  upotřebiti.  Pro menší 
kousky nebo m alá em brya stačí tvrzení 2— 10 hodin, 
u větších kousků orgánů 24 hodiny i déle; celé orgány, jako 
jazyk, ledvinu, mozek a td . tv rd ím e  48 hodin a i déle.

Po tv rzen í nu tno  objekt dobře vym yti v tekoucí vodě 
(po 2— 6 hodin). Potom  vložíme jej do 50%  lihu, k terý  
několikráte obnovíme, až se přestane chromeni zbarvovati; 
alkohol se zesiluje až na 96%. V p repará tu  zůstávají 
sraženiny sublim átu, k teré  odstraníme přidáním  jodové 
t in k tu ry  do silného lihu, k te rá  zbarví jej slabě žlutě. Po 
nějaké době se líh odbarví. P řidávám e jodovou t in k tu ru  
ta k  dlouho, pokud alkohol se odbarvuje, to tiž  pokud jod 
v alkoholu jest sublimátem redukován. T ato  fixační te k u ­
t in a  jes t uznána za velmi dobrou k tvrzení jednotlivých 
elementů a k úspěšnému barvení.

M a x i m o v  doporučuje místo kyselé Z e il k e- 
r o v y  te k u tin y  tu to  směs:

Před  upotřebením  přidává se na 100 ccm směsi 10 ccm 
formolu. Do tek u tin y  vkládá se úplně čerstvý, tep lý  m a ­
teriál. T eku tinu  tu to  doporučuje hlavně pro embryologický 
m ateriá l k cytologickým studiím . Malá em brya do 3 mm  
nechá v roztoku 1 hodinu, větší na  nejdéle 6 hodin. Po 
fixování vypírá  24— 48 hodin v tekoucí vodě.

M a x i  m o v - Z e n k e r ,  formol-osmium.
Ke shora uvedené teku tině  přidává před upotřebením 

na 100 ccm základní tek u tin y  10 ccm formolu a 10 ccm 
2%  kyseliny osmičelé. Materiál vložený do té to  tek u tin y  
nechá fixovati ve tm ě po 24 hodiny i déle. Kyselina osmi- 
čelá prostupuje  dle něho velice dobře do hloubky, a i nej-

2-5 g 
1 g
5 ccmb) acid. acet. glac.

Vody deštili. 
Sublim átu  
Dvoj chrom. dras. 
G lauberovy soli

1000 ccm 
50 g 
25 g 
10 g.
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menší kapénky tu k u  intensivně černají. Redukovaný, 
černě zbarvený tu k  vzdoruje odbarvovacímu vlivu ethe- 
rických olejů a pryskyřic.

Zenkrova teku tina  jest jen modifikací fixační tek u ­
t iny  t .  z v. Múllerovy, k te rá  byla jednou z prvních t e ­
kutin , určených v histologii hlavně na tvrzení elementů 
centrálního nervstva , a k teré  se také  dodnes v tom to  
směru používá.

M ů 1 1e r  o v a t e k u t i n a :

Kalium  bichrom at. 2*5 g 
n a tr iu m  sulfát. 1 g
aqua dest. 100.

Vložené orgány nu tno  po delší dobu v teku tině  po- 
nechati; tek u tin a  se po nějaké době kalí a je dlužno ji 
tak  dlouho vym ěňovati, pokud nezůstane čirou (mozek 
lidský po několik měsíců). Po té orgán důkladně vype­
reme ve vodě a uložíme do slabého lihu, k terý  vym ěňo­
váním stupňujem e až do 96%.

E r l i c k é h o  t e k u t i n a  jest opět j iná  m odifi­
kace předešlé:

Kal. bichrom ati 2-5 g 
cupri sulf. 1 g
aq. dest. 100 ccm.

Postup  jako u Múllerovy tekutiny .
T e k u t i n a  K u l t s c h i z k y h o  (Z. f. w. M. 

IV. Bd. 1887) jest nasycený roztok dvojchrom anu drasel- 
natého a skalice modré v 50% lihu. Před použitím přidá 
se na 100 g té to  teku tiny  5 kapek  kyseliny octové. Teku ­
tinu , jakož i v ní uložený m ateriá l nu tno  chovati v tem nu. 
O bjekty  ponechají se v teku tině  12—24 hodin, načež se 
přenesou na 12— 24 hod. do silného lihu.

T e k u t i n a  I I .  (Arch. f. w. Mikr. 897): dva díly 
dvojchrom anu dras., 1/A dílu sublimátu, 50 dílů 2°/0 kys. 
octové a 50 dílů alkoholu 96%. Směs tu to  nutno  po 24 
hodinách zfiltrovati.

Materiál ponechá se v teku tině  4— 6 dnů.
C h r o m o v á  k y s e l i n a  sam otná ve slabých vod ­

ních roztocích 0 1 — 1% bývá zřídka používána. Vyžaduje 
velice malých p repará tů , těžko prostupuje, a m ateriál v ní 
fixovaný stává se křehkým a barvení jest velice obtížné.
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K y s .  c h r o m o v á  a k y s .  m r a v e n č í  (dle 
Rabla):

Acid. chromíc 3%  200 ccm
Acid. formic. conc. 5 kapek.

Vždy jest nu tno  připrav iti čerstvou tek u tin u  a jen 
malé kousky fixovati. Po fixaci je důkladně propereme 
vodou, tv rd ím e ve vzestupně silném alkoholu. Řezy b a r ­
víme haem atoxylinem  nebo safraninem.

K y s e l i n a  c h r o m o v á  a k y s .  o c t o v á  (dle 
F lem minga):

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

Hodí se na  rostlinné a zvířecí orgány, k teré  možno 
barvití haematoxylinem nebo borax-karmínem. P repa rá ty  
nu tno  dlouho vym ý v ati  vodou (24 hod.) a tv rd i t i  ve 
vzestupně silném alkoholu až do 96%.

Fixační teku tiny , v  nichž hlavní součástí jest sublimát:
R a b l - o v a  t e k u t i n a .  Rabi udává  dvě tek u ­

t iny  toho to  složení:

1 díl nasyceného vodného roztoku sublimátu
1 díl nasyceného vodného roztoku kyseliny pikrové
2 díly destilované vody.

Lepších výsledků docílil druhou tekutinou:
Chlorid p la tn a tý  1 díl
sublim át konc. ve vodě 1 ,,
voda 2 díly.

Tato  fixační tek u tin a  hodí se hlavně pro materiál 
embryologický. Po  fixaci, k terá  t rv á  několik hodin (24 
i déle), ukládá se m ateriá l do alkoholu vzestupně od 50% 
až do 96% . R arv it i  možno různě. R ab i sám barví hlavně 
košenilou dle C zokoraneboD elafieldským haem atoxylinem .

S u b l i m á t  : K oncentrovaný roztok ve vodě (asi 
7 g na 100 ccm vody).

S u b 1 i m á t  o c e t  (dle Langa):

S ublim át 3— 12 ccm
chlornatrium  6— 10 g
alum en crud. 0*5 g
acid. acetic. 50 ccm
aqua dest. 100 ccm.
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M ateriál dlužno fixovat i asi % hod., na to  přenésti 
do 70% lihu  a vzestupně až do 96%! Dosti pěkné fixo­
vání dává  nám  směs:

S ublim át conc. roztok ve vodě 50 ccm
alkohol 96%  50 ccm
aqua  dest. 100 ccm
acid. acet. glac. 5 ccm.

Fixovati 2 hod. až 2 dny, přenésti do alkoholu 70%  
a vzestupně do 96% . E arv it i  možno různým i barvivý.

• O d s t r a n ě n í  s r a ž e n i n  p o  f i x a c i  s u b l i m á t e m .

Materiál, k te rý  by l fixován v  sublim átě nebo v te k u ­
tinách, ke k te rým  se sublim át přidává, vykazuje  skoro 
vždy v řezech černé sraženiny, k teré  nu tno  odstraniti. Za 
t ím  účelem vk ládám e m ateriá l do alkoholu, ke k terém u 
přidám e několik kapek  jod-jodkalia. Je-li v m ateriá lu  
mnoho sraženin, tu  odbarví se alkohol velice brzo a nu tno  
opět trochu  jodu k alkoholu přidati.  To dlužno ta k  dlouho 
opakovati, až zůstane alkohol po delší dobu zbarven.

Tím též způsobem si počínáme, nalezneme-li sublimá- 
tové sraženiny v řezech; vložíme řezy do alkohol-jod-jod­
kalia na několik m inut až se všechny sraženiny rozpustí, 
a jod z řezů, k teré  jsou žlutě zbarveny, v čistém alkoholu 
odstraníme.

H e l l y  - M a x i m o v a  tek u tin a :

S ub lim át 5-0 g
Kal. bichrom. 2*5 g
N a tr .  sulfuric. 1-0 g
A qua deštili. 100 g

před upotřebením  se p řidá  x/10 objemu formolu. F ixovat 
dlužno as 2 m m  t lus té  kousky, m ýti po 24 hodin v t e ­
koucí vodě, přenésti do 70%  postupně do 96%  alkoholu.

H e r m a n n o v a  t e k u t i n a :

chlorid p la tn a tý  1%  15 ccm
kys. osmiěelá 2%  4 ccm
kys. octová ledová 1 ccm .

F ixu je  podobně, jako tek u tin a  Flemmingova. P repa ­
rá ty  do slabého alkoholu přenésti a s tupňovati až na 
96% . Možno použiti různých barviv, h lavně safraninu a 
gentiany.
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K y s e l i n a  d u s i č n á  v  různých  koncentracích  
používá sc rovněž jako  fixační teku tina .

N ejčastěji udává  se kys. dusičná 3%  ve vodě, a b y ­
chom fixovali malé kousky, k teré  přeneseme po y2 až 6 
hodinách do alkoholu 50%  a vzestupně až do 96%.

F lem m ing u d áv á  pro malé embryologické p rep ará ty :  
40%  kys. dusičnou na několik m inut.

P e r e n y o v a  t e k u t i n a :

kyselina dusičná 10% 40 dílů
alkohol absol. 30 ,,
chrom ová kys. 0-5% 30 ,, .

K  fixaci m alých ob jek tů  stačí 5 m inut, ke tv rzení
4— 5 hodin. P re p a rá t  dlužno vložiti po fixaci do alkoholu 
70% , k te rý  se několikrá te  vymění, a potom  přenésti do 
silnější koncentrace vzestupně až 96% . Možno barv ití  
libovolně.

A l k o h o l .  Tohoto  p rostředku používá se nejvíce 
tam , kde jde o rychlou orientaci. Různé koncentrace (mezi 
60— 95%) uvádějí se jako  fixační prostředek. F ixujeme 
tím  způsobem, že orgán v m alých kouscích ukládám e do 
lahvičky s lihem. N a dno lahvičky vložíme m alý kousek 
v a ty ,  a to  z té  příčiny, aby  voda  z p rep ará tu  lihem e x tra ­
hovaná klesla ke dnu  a prepará t,  k te rý  spočívá na  vatě , 
nepřišel již s ní do s tyku. P rep a rá t  možno též zavěsiti 
na n iti do s tředu  láhve. Počneme-li s lihem 60%, musíme 
jej často obnoviti a zesilovati, takže  asi ve 24 hodinách 
dostoupnem e na lih 96%, v němž možno p repará t  pone- 
chati, jak  dlouho chceme. U k láda ti p repará ty  ihned do 
lihu 96%  se nedoporučuje, poněvadž m ateriál se příliš 
svrašťu je . N a  p rep a rá ty  fixované alkoholem možno použít 
nejrůznějších barev; všecka jeví dobrou affin itu  k jed ­
no tlivým  elementům.

A l k o h o l  — k y s e l i n a  o c t o v á :

Alkohol 96%  300 ccm
kys. octová ledová 100 g.

Směs fixuje velice rychle. Po fixování nesmíme v y ­
m ývat! kyselinu vodou, nýbrž  vložíme p rep ará t  ihned do 
čistého lihu, k te rý  několikrá te vyměníme. B arv ití  možno 
různě.

F o r m o l .  V poslední době v ysky tla  se veliká řada  
fixačních a zároveň tvrdících  teku tin , jichž hlavní součást
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tvoří formol. Form ol, ja k  v  obchode se prodává, jest 40%  
form aldehyd (aldehyd kys. mravenčí). Form ol sám, jak  
dokázáno, nesráží bílkovin; srážení bílkovin působí kyse­
lina mravenčí, k te rá  se ve formolu vždy nalézá. K  fixo­
vání užijeme formolu, ja k  jej v obchodě obdržíme, ve 
4 % — 10%  zředění ve vodě; v to m to  roz toku  m ater iá l 
poněkud bob tná. P rep a rá ty  možno ve formolu ponechati 
delší dobu, aniž p rý  ztrácejí na schopnosti barvení, avšak  
nu tn o  b rá ti  zřetel k tom u, že chová různé množství k y ­
seliny m ravenčí, k te rá  m á vliv na  různé tk án ě  a zároveň 
odvápňuje . M ateriál z formolu, aniž jej vym ývám e ve 
vodě, přenáším e do 70%  alkoholu a vzestupně zesilujeme 
až do 96% . B arvení dovoluje libovolné.

Velice dobrou v las tností  formolu jest, že možno po 
fixování přenésti p rep a rá ty  později do různých  jiných 
tek u tin , jako  na  př. do Múllerovy, do sub lim átu  a td .  
Činíme ta k  proto, aby mnohé lá tk y  (bílkoviny), k teré  
nejsou dosud formolem sraženy, byly ještě dodatečně fixo­
vány. S velkým  úspěchem používá se formolu v  cen trá l ­
ním i periferním nervstvu . M ateriál fixujem e nejdříve 
formolem a potom  jej im pregnujem e solemi různých kovů. 
(Viz s ta t i  specielních m ethod.)

O d s t r a n ě n í  s r a ž e n i n  p o  f i x a c i  f o r ­
m o  1 e m .

Po fixaci formolem nalezneme velice často, hlavně ve 
tkán ích  krevních orgánů, tem n é  sraženiny, k teré  nu tno  
odstran iti .

V e r o c a y udává  tu to  m ethodu : Řezy vloží se as 
na  10 m inu t do louhu to h o to  složení:

1%  vodní roztok louhu draselného 1 díl
80%  alkohol 100 dílů

potom  vyp íra jí  se 5 m in u t  v  deštil, vodě, k te rou  nejm éně 
d v ak rá te  vym ěním e. P ak  řezy vložíme opět do 80%  alko ­
holu a n a to  je přeneseme do vody. H odlám e-li v m a te ­
riálu  barv iti  m ikroorganism y, p ak  nemožno použiti té to  
m ethody, poněvadž louh působí na  mnohé tk án ě  velice 
škodlivě.

O r t  li o v a teku tina :

Form olu 10 dílů
Múllerovy tek u t in y  90 ,,
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doporučuje se h lavně pro rychlé tvrzen í a fixování cen­
trá ln ího  nervstva .

N u tn o  upozorniti, že není radno  ponechati m ateriá l 
po dlouhou dobu v  té to  směsi —  ja k  to m u  jest u  t e k u ­
t iny  Mullerovy — neboť m ater iá l ve formolu a Miillerově 
te k u t in ě  uložený s táv á  se po delším čase příliš tv rd ý m  a 
n ap ros to  neschopným  k řezání.

V li te ra tu ře  nalezneme údaje , kde formol jes t sm í­
šený se všemi m ožným i složkami, jako: f o r m o l  s k y s .  
p i k r o v o u  v  různých  koncentracích , formol s chlori­
dem zinečnatým , formol se skalicí m odrou, formol s chlo­
ridem  p la tn a tý m , formol se sublim átem  a td .  Možno říci, 
že každý pracovník  p řip rav í si a vyh ledá  směs takovou , 
jak á  se m u nejlépe osvědčí, srovnává-li výsledek se tk án í  
normální.

K y s e l i n a  p i k r o v  á. P ik rová  kyselina, má-li 
fixovati, musí se použiti v koncentrovaném  vodním  roz ­
toku . P re p a rá ty  se nesmí v y p ra t i  ve vodě, nýbrž  vloží se 
ihned  do alkoholu 70%  a vzestupně  se připrav í do 96% .

R oztoku  alkoholického používá se velmi zřídka. Dosti 
často užívá se kyseliny pikrové v  těch to  směsích:

B o n  e z i :

konc. roz tok  kys. pikrové 100 dílů (ve vodě) 
vody  100 ,,
kys. octové 3 díly.

R  a  w i t  z :

kyselina p ikrová 1 díl
,, dusičná 1 ,,
,, chrom ová 1% 4 díly.

K l . e i n e b e r g :  K y s e l i n a  p i k r o v á - s í r o v á .
100 dílů nasycené kys. pikrové, 2 díly kys. sírové; 

směs n u tn o  filtrovali a rozředili tro jnásobným  m nožstvím  
deštil, vody.

M a y e r  p řidává  ke 3 d ílům  kys. sírové ve 100 dílech 
vody  kyselinu pikrovou, až jest roztok nasycený.

P rep a rá ty  ta k to  fixované (po 3 i více hodinách) n u tn o  
uložiti přím o do 70%  líhu, k te rý  zesilujeme až na  96% . 
Dlužno fixovati po 24 hodin  a přenésti ihned do alkoholu.
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R  a t  h :

kysel, p ikrová koncentr. ve vodě 100 dílů 
,, osmiěelá 2 %  6 ,,
,, octová ledová 1 díl.

Malé kousky  m a te r iá lu  dlužno fixovati jen  x/4 až 1 
hodinu , větší 24— 28 hodin, naěež se přenesou do a lko ­
holu 70% ; b arv í se nejlépe safran inem  v 30%  lihu neb 
bo rax -karm ínem  v  celku. Možno též  b arv it í  haem atoxy- 
linem. K yselina  p ikrová dlouho barv í alkohol a o d s tra ­
ňu je  se pouhým  v yp írán ím  velice nesnadno. Chceme-li 
ž lu tou  b a rv u  z p re p a rá tu  o dstran it i ,  t u  docílíme toho  
velice rychle p řidán ím  lith ii  carbonic. do lihu  a to  tím  
způsobem, že kpncen tro v an ý  v o d n í roz tok  l i th ia  kapem e 
do alkoholu.

P ř i  fixování n u tn o  po většině  dá t i  ho jnost fixaění 
tek u t in y .  U n ěk te rý ch  te k u t in  staěí jen  tolik , ab y  p re ­
p a rá t  byl ponořen; t a k  to m u  jest h lavně u te k u t in  rychle 
pronikajících, a u F lem m ingovy  te k u tin y .  K yseliny  pik- 
rové jes t  n u tn o  používa ti velké m nožstv í; tu  hledíme, 
aby  kyselina p ik rová v  k rys ta lech  ležela n a  dně nádoby, 
ab y  se t a k  roz tok  m ohl us tav ičně  zesilovati.

D lužno fixovati m ate r iá l  pokud  m ožno nej čerstvější, 
to t iž  živý, a  snažím e se, ab y  te k u t in a  fixaění p ronikla  
celý m ate r iá l  pokud  m ožno nejrychleji .  P ro to  fixují se 
m alé a te n k é  kousky, ab y  m ate r iá l  u v n i t ř  nepodlehl hni- 
lobném u rozk ladu  dříve, než fixaění te k u t in a  by jej p ro ­
nikla. Pozoru jem e velice často  (nejěastěji po fixaci v  te k u ­
t in ách  s chrom ovým i solemi), že ste jnorodé elem enty  při 
m ikroskopickém  vyše třován í u d áv a jí  n ám  ve středních  
částech j in ý  obraz, než n a  periferii. J e  to  podm íněno 
právě  hnilobným  pochodem , k te rý  vznikl dříve, než fixaění 
te k u t in a  m ohla  p ro n ik n o u ti  celým kouskem  m ateriá lu .

J a k  dlouho dlužno p re p a rá t  ponechati ve fixaění t e k u ­
tině, není možno přesně ud a ti ;  závisí to  vždy  na  velikosti 
a t loušťce  m ateriá lu , k te rý  fixujem e, a n a  rychlosti, s jakou  
fixaění te k u t in a  m ater iá l proniká.

Ve většině  p říp ad ů  jes t  n u tn o  p ře b y te k  fixaění t e k u ­
t in y  z p re p a rá tu  o d s tran it i  vodou; t a k  to m u  jest h lavně 
u te k u t in  chrom ových  solí a  něk te rých  solí těžkých  kovů. 
M nohdy obdržím e šp a tn é  nebo žádné zbarvení jen  proto, 
že v p re p a rá tu  zbylo m noho fixaění lá tky . J in d y  nevy- 
m ý v á  se fixaění te k u t in a  vodou, nýbrž  alkoholem, neb

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 5
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j inou  tek u tin o u , což je vždy  blíže udáno  u  do tyčného  
předpisu.

H o f k e r  J .  ( T r i c h l o  r - o c t o v á  kyselina jako  
fixační prostředek.) A utor doporučuje různé směsi kys. 
trichl. octové. Protozoa, Po lychae ty , Cestody, Echinoder- 
m a ta  a jich larvy, T u n ica ty  a Crustacee fixuje ve směsi

5% ní vodní roz tok  kys. trichloroctové 
5% ní kys. octovou led. áá par t.  aeq.

D robné la rv y  ponechá v  tek u tin ě  půl hod iny  a přenese 
je n a  č tv r t  hod. do 35% ního  alkoholu, p ak  do 50% , 70% , 
96%  a do abso lu tn ího  alkoholu. N a to  vloží m ater iá l  do 
xylolu, až se s tane  úplně p růh ledným  a přenese jej do 
xy lol-paraffinu, kde zůs tane  as 20 m inu t,  načež nassaje 
p ipetou  m ate r iá l  a vloží do čistého para ff inu  při 60° C. 
Po  20 m in u tá c h  m ožno zaliti.

P ro  hmyz, kde ja k  znám o ch itin  v kyselém  roz toku  
velice b ob tná , používá těch to  roz toků:

I. P ik ro v á  kyselina 1%  v  absol. lihu 1 díl,
Chloroform 1 >,
Form ol 1 „
Trichloroctová kys. 1 „

I I .  K yseliny  octové led. 1 díl
Trichl. octové 1 „
Absol. l ihu 8 dílů

I I I .  Trichloroctové kys. 1 díl
Alkohol absol. 9 dílů.

Použije-li se bezvodé fixační te k u tin y ,  možno m ater iá l 
p řenésti  přím o do absol. alkoholu  a  p ak  do benzolu.

P ro  obratlovce shledal nejlepší tek u tin o u  roztok:

K ys. octové led. 1 díl
Trichl oroct. 1 ,,
Alkohol abs. 8 dílů.

P ěkných  výsledků  docílil při konservaci žlázových 
orgánů, ja te r  po zbarvení haem atoxylin-eosinem ; v a r la ta  
zachováva jí e lem enty  velice pěkné a zároveň se v p a ra f ­
finu  nechají řezat i serie 3— 5/t . P ro  Cortiho orgán dopo ­
ruču je  tu to  m eth o d u  konservace; po u tv rzen í v  a lkoho ­
lickém roz toku  (po 24? hodin) odvápňu je  ve vodním
5%  roz toku  kys. trichloroctové as jeden den.
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(M ethoda ta to ,  p rávě ta k  jako  jiné, m á své zastánce, 
ale též velkou řadu  odpůrců.)

T v r z e n í  p r e p a r á t ů .  V něk te rých  případech 
m ateriá l uložený do fixační te k u tin y  zároveň se utvrdil, 
v  jiných  případech zůstáva jí p rep a rá ty  m ěkké a n u tno  
je tep rv e  u tv rd i t i .  Tvrzení p rep ará tů  jest nutné, aby  ne ­
trpě ly  při zalévání, řezání, m ontování a td . P repará ty , 
k teré  jsou f ixovány a zároveň u tv rzeny  (Flemmingova 
teku tina , větš ina  směsí s chromovým i solemi, formol, a l ­
kohol), u k l á d á m e  d o  a l k o h o l u  n e j e n  p r o ­
t o ,  a b y  s e  j e š t ě  v í c e  u t v r d i l y ,  n ý b r ž  
h l a v n ě  p r o t o ,  a b y c h o m  j e  o d v o d n i l i .

Uchování makroskopických preparátů v přirozených 
barvách dle Kaiserlinga.

Čerstvý m ateriá l vloží se do směsi:

Form alinu  200 cc
Vody 1000
K alium  aceticum  15 gr
K alium  n itr icum  30 gr

v teku tině  ponechá se p re p a rá t  12— 24 hodin  i déle, dle 
velikosti, načež se vloží do 06% lihu na  ta k  dlouho, až
objeví se původní barva  krve. P rep a rá t  uchová se ve
směsi:

Vody 2000 cc 
Kal. acet. 200 gr 
Glycerinu 400 cc.

Zachová se h lavně barv a  krve, j iná barva  ztrácí i v té to  
tek u tin ě  původní zabarvení.

Chitin*

Při vyšetřování hm yzu klade největší obtíže při řezání 
chitin . J e s t  u d áv án a  velká řad a  různých teku tin , které 
m ají umožniti řezání chitinu, ale žádná nedává dobrých 
výsledků.

E a u  d e  J a v e l l e  měkčí sice chitin, ale tk án ě  
pod chitinem  za dobu působení té to  tek u tin y  jsou tém ěř 
zničeny. T e k u t i n a  P e r e n y o v a  (c h r  o m,  a  1 k o- 
h o 1, s u b l i m á t  a k y s e l i n a  d u s i č n á )  nezměkěí 
chitin, ale naduří nápadně  tkáně . Pokud sám jsem se

5*
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mohl přesvědčiti (sériové řezy mouchy, atd .), osvědčuje 
se nejlépe směs dle II  e n n i n g s e  (Ztschft. f. w. M. 
X V II.) ,  k terý  sám zkoušel veškeré udávané m ethody s n a ­
prostým  neúspěchem, a k te rý  sám sestavil v lastní te k u ­
tinu , o k teré  praví, že měkčí ch itin  a současně dobře 
konservuje tkáně.

Směs p řip ravu je  tak to :

kyseliny dusičné 16 dílů, 
kyseliny chromové 16 dílů,
konc. roztok  sub lim átu  v 60%  alkoholu 24 dílů, 
vodný  roztok kyseliny pikrové 12 dílů, 
absol. alkoholu 42 dílů.

M ateriál konservuje dle velikosti objek tu  12— 24 ho ­
din, potom  vypírá  jej v 60%  alkoholu s přidáním  jodu, 
přenáší jej do vzestupně silného alkoholu, pak  do xylolu 
a paraffinu. Docílil řezů t lo u š ťk y  4 až 2 \i. Řezy, i sé­
riové, lepil na sklíčka na třená  mastix-kollodiem, avšak 
možno též použiti bílku.

N eudávám  jiných  met hod, jelikož se té to , k terou  
považuji z v lastn í zkušenosti za nejlepší, n ik terak  nevy ­
rovnají.



V. Odvápnění, macerování, bílení, zažívání.
Hotovení výbrusů.

Methody odvápňovací.

Při vyšetřování orgánů prostoupených vápenným i so­
lemi (na př. kosti), dále při vyšetřování pathologickými 
pochody různě zvápenatčlých orgánů, cev a p., naský tá  
se velká obtíž v odstranění těch to  anorganických látek, 
aniž by se p řitom  poškodila s t ru k tu ra  tkání, ve k terých 
jsou soli nahrom aděny. Z veliké řady  pokusů jest vidno, 
že nemáme v histologii spolehlivé, teku tiny , k terá  by 
všem požadavkům  vyhovovala. N ěkteré kyseliny, k te ­
rých se k odvápnění používá, působí zhoubně 11a tk án ,  
v jedněch tk án ě  velice zduřují, v jiných se opět svrašťují. 
Po některých  kyselinách nepřijím á tk á ň  žádného barviva.

J a k  známo, tvoří převážnou ěást v kostech i zubo- 
vině kollagenní vazivo, k teré  v různě koncentrovaných 
kyselinách a alkaliích ve vodě rozpuštěných velice 11a- 
bobtná . Toto nabobtnán í děje se hlavně přijím áním  vody, 
neboť dle M ů l l e r  o v ý c h  nálezů, roztoky alkoholické 
nebo aetherové bobtnání nevyvolávají.

Další náhled byl ten, že ěím slabší roztok kyseliny 
při odvápnění se použije, t ím  jem něji působí 11a tkáň . 
Tak  doporučuje B u s c h používání 1%  roz toku  kyseliny 
dusičné, ale současně udává, že vazivo nabobtná. Podobné 
údaje  vedly S c h a f f r a  (Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie 
1902 B. X IX .) k vědeckém u prozkoum ání a působení 
různých  kyselin při různých  koncentracích na  tk á ň  a 11a 
rychlost odvápňování. Dochází k těm to  nálezům: 1. K on ­
centrace musí bý ti ta k  volena, aby  nenastalo bobtnání a 
t ím  poškození tkáně; 2. použitá  kyselina musí míti velkou 
schopnost rozpouštění solí vápenatých ; 3. nesmí zanechá- 
va ti  ve tk án i sraženin a musí b ý ti  lehce, bez porušení 
tkáně , z m ateriá lu  odstraněna. Z vyšetřovaných  kyselin 
vyvolává kyselina fosforečná, mléčná, mravenčí a octová 
i v koncentrovaných roztocích veliké bobtnání tkáně, a 
zároveň mají malou schopnost rozpouštěcí, následkem 
čehož nejsou doporuěitelné jako odvápnidla.
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K  odvápnění možno použiti tudíž  hlavně kyseliny 
solné, dusičné, trichloroctové a siřičité, k teré mají ne j ­
větší schopnost odvápňovací (rozpouštění solí vápenatých). 
K yselina siřiěitá zanechává ve tkán i sraženiny, k teré jsou 
však ve vodě rozpustné a možno je lehce odstraniti. Byl-li 
m ateriá l předem fixován formolem, tu  kollagenní vazivo 
v uvedených kyselinách nebobtná . Nejsilnějším rozpus- 
tidlem  solí vápenatých  jest kyselina solná a dusiěná v  roz ­
toku  3— 10%, při ěemž vazivo kollagenní nezbobtná.

Delší působení kyseliny solné působí však zhoubně 
na chromatickou substanci buněčnou, následkem čehož 
snižuje se schopnost barvení tkán í.  Z toho  důvodu možno 
u zna ti  za nejlepší roztoky k y s e l i n y  d u s i č n é ,  k teré  
nepůsobí t a k  zhoubně na tk á ň  a neničí schopnost barvicí. 
Této kyseliny možno používati v 2— 10% vodním  roztoku, 
n u tn o  však  vzíti v úvahu, že 10% ba i 20%  roztok  nc- 
odvápňuje rychleji než roztok 5%, a že silné roztoky, 
účinkují-li po dlouhou dobu, snižují schopnost barvení. 
P ro to  nu tno  používati roz toků  nejvýše 5%.

Po odvápnění ve vodním  roztoku kyseliny dusičné 
nesmíme přenésti m ateriá l přímo do vody  za účelem v y ­
prání, nýbrž  dlužno přenésti jej na 12— 24 hodin nejlépe 
do 5%  roztoku l ith ia  neb na trium sulfá tu , k te rý  m ateriál 
,,odkyselí“ , a tep rve  po neutralisování jest možno vypí- 
ra ti  jej dále ve vodě, potom  uložiti do alkoholu v postup ­
ných koncentracích.

P ro  jemné p rep ará ty  doporučuje S c h a f f e r  zalití 
m ateriá lu  do celloidinu, přenésti p repará t do 85% alko­
holu, po utvrzení celloidinu přiřezanou kostku vložiti do 
vody za příčinou odstranění alkoholu, a pak  vložiti p re ­
p a rá t  do 3— 5%  kys. dusičné na  12— 24 hodin (větší p řed ­
m ěty  déle), nejlépe do nádoby  s ta k  zv. Thom asovým  
vodním  kolem, aby  byl p rep ará t  neustále v pohybu. Z k y ­
seliny dlužno přenésti m ateriá l do 5%  roztoku lithia- 
sulfatu, k terýž to  roztok se jednou vymění, a pak vypírat i 
v tekoucí vodě po 24 hodin a odvodniti ve stoupajícím 
alkoholu do 85%.

Ř e d ě n í  k y s e l i n y  d u s i č n é  v %.

Kyselina dusičná musí se percentuelně propočítat! 
dle specifické váhy, k terá  jest 1-414; obsahuje tud íž 100 g 
68 g kyseliny, 1 g kyseliny nalézá se asi v 1-5 ccm te-
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Rutiny. Zní-li předpis na použití 5%  kyseliny, jes t nu tno  
vzíti asi 7*5 ccm kyseliny dusičné na  92-5 vody  o spec. 
váze 1*414. Oficinelní kyselina dus. obsahuje 30%  kyse­
liny, je tud íž  nu tn o  na 5%  vodní roztok vzíti 16— 17 ccm 
základní kyseliny.

N ejdůležitější te k u tin y  k odvápňování v l i te ra tu ře  
uvedené jsou asi ty to :

K y s e l i n a  d u s i č n á  v a l k o h o l u .  V 70 % 
lihu rozředím e kyselinu dusičnou na  3% . Tvrzené p repa ­
r á ty  ponechají se po několik dnů až tý d n ů  v teku tině .

M a y e r  používá 5%  kysel, dusičnou v  90%  lihu.
T h o m a u d áv á  směs 5 dílů alkoholu 95%  a jeden 

díl kys. dusičné koncentrované; te k u tin u  obnovuje na  
p repará tech  po 2— 3 dnech. O dvápněný m ater iá l vypírá  
v 95%  alkoholu s p řidáním  calcium carbonatum  ta k  dlouho, 
až m odrý lakm usový pap ír v alkoholu nezčervená.

P ro ti  bob tnán í m ater iá lu  v kyselinách p řidává  G a g e 
kamenec. K oncen trovaný  roz tok  kam ence n u tn o  na polo­
vinu zřediti a na  20 ccm kam encového roz toku  přidá  
1 ccm kys. dusičné.

S i ř i č i t á  kyselina zachovává dle Z i e g 1 e r  a 
histologický deta il  e lementů lépe, než ostatn í tek u tin y  
odvápňovací. Ve formolu fixovaný m ateriá l přenáší do 
koncentrovaného roztoku kyseliny siřičité.

K y s e l i n a  s o l n á  od vápnu je rychle, ale působí 
zhoubně na tk án ,  k te rá  bobtná.

K y s e l i n a  p i k r  o v  á odvápiiuje velice pomalu 
a jen  malé objekty.

P h l o r o g l u c i n  s kys. dusičnou. (In te rn . Monat- 
schrif t f. A n a t.  und  H ist.,  I. Bd. 1884.) Užije-li se phloro- 
glucinu, možno vložiti m ater iá l do velice koncentrovaných  
roztoků kyselin (dusičné neb solné), aniž by  měly zhoub­
ného vlivu n a  tk á ň  a odvápňu jí velice rychle.

A n d e r  r mísí koncentr. roz tok  phloroglucinu s 5 
až 50%  kys. solnou; po odvápnění n u tn o  po delší dobu 
m ater iá l  v y p íra t i  v  tekoucí vodě.

B o d e c k e r  (Z. f. wiss. Mikr. 1911) odvápňu je  zubní 
email v malých, asi 0*5 m m  t lu s tý ch  kouscích ta k to :  Do 
30 ccm hustého, v m ethylalkoholu  rozpuštěného celloi- 
d inu p řidá  10 ccm kyseliny dusičné (sp. v. 1*15), k terou 
důkladně prom íchá. H uspen itou  m asu dobře prohněte a 
pod t lakem  asi 80 kg  mezi silnými v rs tvam i filtračn ího  
papíru  vysuší. Po tom  celloidin ve dvojnásobném  množství
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m ethylalkoholu opět rozpustí a do něho vloží kousky m a ­
teriálu, k te rý  asi v  době 6 dnů  se odvápní. V době od- 
vápftování nesmíme s nádobkou s celloidinem pohybovati, 
jelikož by  jinak  m ateriá l úplně se rozpadl. Po 6 dnech 
celloidin sejm utím  zá tk y  pozvolna vysoušíme.

S c li u s s i k : P růkaz  v áp n a  v ossifikacích. 
M ateriál nu tno  fixovati jen v  alkoholu, pro zmrzlé 

řezy n u tn o  fixovati  jen k rá tkou  dobu as 10 m inu t v 10% 
formolu. U em bryí stačí již voda k odvápnění.

P ro  sole calcia jsou ta to  barv iva  používána: 
P urpurin , A nthrapurpurin , H aem atein , H aem atoxy- 

lín, Pyrogalol, pro calcium phosfáty s tř íb rná  m ethoda dle 
Kossa nebo von Rehl měďhaematoxylín , octan  olovnatý, 
chlorid železa, m olybdeňan am o n a tý  a chlorid zineěnatý.

P u rp u rin  dle „G rand is  M ainim i“ .
1. 5— 10 m inu t v koncentrovaném  alkoh. purpurinu,
2. několik m inu t v 0 75 N aC l,
3. v yp íra ti  v 70%  alkoholu ta k  dlouho, dokud od­

cházejí barevné obláčky,
4. 95%  alkohol-origanský olej-balsám. (Vápno čer­

vené.)

A n thrapurpurin  dle Salmona. (Koncentr. purpurin  se 
stopou am oniaku.) A m oniakální A n th rapurpurin  s p ř id á ­
ním 1%  N aC l, V ápno fialové.

Pyrogalol dle K o s s a .

1. 5 m in u t v roz toku  acid. pyrogal. 1%, aquae dest. 
40, n a tř i  i hydrooxyd. 0*5,

2. dobře vypra ti ,
3. alkohol-origanský olej-balsám.

H acm atoxy lin  dle 11 o e h 1 a :

5— 10 m inu t v l% n ím  roztoku haem atoxylinu, 
d ifferencovati v destilované vodě se stopou am oniaku 
dobarv iti  potom safraninem.

F  osfá ty :

I. Řezy se vloží na  30— 00 m inu t za světla do 1— 5%  
dusičnanu stříbrnatého, dobře se vyperou a vloží do 
s irna tanu  sodnat., načež se vyperou a dobarví safra ­
ninem. Vápno jes t s počá tku  žluté potom  černé.
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II. Amoniakální síran m ěď natý .
Rczy vloží se do síranu, po vyprání do W  e i g e r- 
t  o v a haem atoxylinu, po zbarvení differencují se 
v rozředěné odbarvovací teku tině  Weigertově.

III. M ethoda barvení chloridem železnatým.
llezy  vloží se na několik m inut do l°/0 chloridu 
železnatého, řádně se vyperou a vloží do roztoku 
žluté krevní sole s kyselinou solnou; po vyprání se 
m ontu jí přes alkohol-olej do balsámu. Vápenatění 
modré.

IV. Molybdenamonium.
llezy  ponoří se na několik v te ř in  do roztoku dusiě- 
ňanu  m olybdeňanu amonatého, načež se vyperou 
v nakyselené vodě (kyselinou dusičnou). Redukce 
provede se chloridem zineěnatým . Vápno intensivně 
modré vazivo slabě modré.

V y š e t ř o v á n í  k o s t í  a z u b o v i n y .  
S c h a f f e r  (Centr. bl. f. Physiologie 1902). 
U tvrzené kosti v alkoholu po případě ve směsi formol- 

Miillerově teku tině  (m ateriál musí bý ti dobře vyprán) od- 
vápňu je  ve 3— 10% vodní kys. dusičné. Přenese kousky 
do 5%  draselnatého  kamence na 24 hodin a pak  v tekoucí 
vodě vypere. Zalévá do celloidinu. Rczy barví silně dela- 
fieldským haem atoxylinem  a vyšetřu je  v glycerinu, neb 
v málo světlo lámajících teku tinách .

Zubovinu vyšetřu je  tím  způsobem, že nejdříve lístečky 
zuboviny im pregnuje chloridem zla tna tým , pak  je od- 
vápní v kys. mravenčí. Rarví-li ještě haematoxylinem, tu  
zbarví se v lákna zuboviny, a pochvy vláken jsou impregno­
vány zlatém.

Macerační tekutiny.

Je s t  velice často t řeb a  isolováti z určitého m ateriálu  
jednotlivé b uňky  nebo tkáně ; ve s tavu  živém jsou však 
buňky navzájem  stm eleny a není možno jich od sebe lehce 
odděliti, isolovati. Za tím  účelem nu tno  vložiti tk áň  do 
teku tiny , k te rá  tm el mezibuněčný rozpouští, aniž by se 
nápadně pozměnil tv a r  buněk a buňky  ty to  možno potom  
dobře isolovati. Tekutin  k macerování jest velká řada; 
uvedem e z nich jen nejběžnějšíj
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M u l l e r o v a  t e k u t i n a ;  možno jí použiti v no r­
mální koncentraci nebo poněkud zředěné. Malé kousky 
tk án ě  vložíme do teku tiny  asi na 24 hodin. Po té  době 
možno již isolováti velice lehce jednotlivé elementy. Tato  
tek u tin a  hodí se nejlépe pro isolování epithelií sliznic, 
buněk centrálního nervstva  a hladkých svalů.

K y s e l i n a  c h r o m o v á  v koncentraci 1 : 100 
až 1 : 1000; hodí se pro stejné úěely jako  předešlá.

R o z t o k u  k u c h y ň s k é  s o l i  10% užíváme 
k isolování buněk hladkého svalstva; malé kousky m a te ­
riálu (stěna žaludku, s třeva etc.) ponecháme 24 hod. 
v tom to  roztoku.

K y s e l i n a  s o l n á  o f f i c i n e l n í .  Této se po­
užívá pro isolování kanálků ledvinných. Malé kousky 
ledviny vloží se do té to  kyseliny a  ponechají se v ní 10 
i více hodin, naěež se důkladně vyperou v tekoucí vodě 
(po 24 hod.). Potom  vložíme m acerovaný kousek do zku ­
m avky s destilovanou vodou a silně pro třepávám e ta k  
dlouho, až tk áň  úplně rozpadne; pod mikroskopem vidíme 
kanálky velice dobře isolované. Možno je barv iti  Bismarko- 
vou hnědí, vesuvinem nebo eosinem; p repará t uschováme 
v glycerinu.

K y s e l i n a  d u s i ě n á až 20%. Použití to též  
jako u kyseliny solné.

Il  a n v i e r  ů v a l k o h o l :  30 ccm alkoholu, 60 ccm 
deštil, vody. Hodí se pro isolování epithelií a nervových 
buněk. Malé kousky m ateriá lu  vloží se na jeden i více 
dnů do alkoholu; po době macerace trh á  se p repará t  
jehlam i v řídkém glycerinu.

M e t h y l o v ý  a l k o h o l .  20 ccm deštil, vody, 
10 ccm glycerinu, 1 ccm methylalkoholu. V té to  teku tině  
nu tno  poneehati m ateriál po dlouhou dobu (i několik 
neděl). Používá se ho ponejvíce pro isolování podpůrného 
pojivá centrálního nervstva , re tiny  a j. Macerovaný m a­
teriál vloží se do zkum avky s m alým  množstvím vody, 
důkladně se protřepe, naěež se vyleje obsah na ptaěí 
skélko, na které nalijeme glycerin a přidám e barvivo 
(karm ín nebo pikrokarmín). Směs dobře promícháme a 
nabranou  kapku  prohlížíme pod mikroskopem, kdež n a ­
lezneme isolované zbarvené elementy.

L o u h  d r a s e l n a t ý ;  používá se ho ve vodném 
roztoku od 0*1— 1%  hlavně pro isolování zrohovatělých 
buněk  nehtu , vlasů a td .
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C h l o r a l  h y d r á t ;  2— 5%  vodní roztok m ace­
ru je  a zachovává tk á ň  velice dobře; doporučuje se k isolo­
vání h ladkých  svalů a nervových buněk. T ak též  se do ­
poručuje směs 5%  chloralhy d rá tu  s 0 02%  kyselinou 
chromovou.

K y s e l i n a  s í r o v á  v 0-6% roztoku hodí se 
dobře pro sliznice, na isolování vláken čočky a td .

U m č 1 á s l i n a .  R ozpustím e 4 g chlorečňanu dra- 
selnatého, S g chlorečňanu sodnatého, 2 g fosforečňanu 
sodnatého a 2 g chlorečňanu vápenatého  v 1 litru  vody, 
načež nasy tím e roztok kyselinou uhličitou a rozředíme 
1 litrem  vody a 500 ccm Múllerovy teku tiny . Této  te k u ­
t in y  užívá se pro isolování em bryonálního svals tva  a 
nervstva , k te ré  se nejp rve v tek u tin ě  ro z trh á  jehlam i a 
potom pro třepe důkladně ve zkum avce. P rep a rá t  m ontuje  
se do octanu draselnatého (kalium acetát).  P říp rava  jest 
dosti ob tížná a stejných  výsledků obdržíme též  jiným i 
jednodušším i m ethodam i.

J o d s e r u m :  T u to  tek u tin u  připravím e si z plo­
dové (amniové) tek u tin y  od zvířa t.  Do čistého sera, uza ­
vřeného v láhvi, vložíme buď  několik k rys ta lků  čistého 
jodu, nebo nakapem e jodové t in k tu ry ,  při čemž nu tn o  
občas tek u tin o u  za třepati,  což opakujeme po nčkolik dnů, 
načež sérum profiltrujem e. Toto  sérum pro použití musí 
obsahovati pouze málo jodu; m alý kousek m ateriá lu  vlo­
žíme do te k u t in y  a již po 24 hodinách zkoušíme, zda 
možno již elem enty  isolovati; ne-li, pak n u tn o  p řidati  
ještě trochu jodu  a m ateriá l ještě v tek u tin ě  ponechati. 
Jo d  fixuje tk á ň  tak , že elementy zůstávají dobře zacho­
vány.

P i k r o k a r m í n  R a n v i e r ů v  (viz pikrokar- 
mín!). Velice pěkných p rep ará tů  isolovaných v láken  h lad ­
kého svals tva  obdržíme dle v lastn í m ethody, vložíme-li 
do p ikrokarm ínu  čerstvé svalstvo žabího žaludku nebo 
střeva, k teré  p ince ttou  možno lehce v b lankách sloupnouti. 
Po delší době rozmaceruje se svalstvo na  jednotlivá  v lák ­
na. M acerovaný kousek vložíme do smčsi glycerin-voda 
(2 díly vody, 1 díl glycerinu), ve k teré isolujeme jehlam i 
na skélku svalová vlákna; t a to  jsou světle růžová s tm a ­
vým  jádrem  a jsou bezvadně isolována.
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Zažívánu

K  pokusům  zažívacím na čerstvém  nebo tv rzeném  
m ateriá lu , event. již 11a řezech, používá se buď pepsinu, 
nebo pankrea tinu . Pepsin p řipravuje  se buď  ze š ťávy  
žaludeční, nebo ze sliznice žaludku; nejlépe se však  dopo­
ručuje použiti již hotových p repará tů .

13 e a 1 c připravuje  si pepsin ze žaludeční šťáv y  p ra ­
sete, kterou nechá na skleněné desce rychle vyschnouti 
a sušinu jem ně práškuje. Sušina působí po dlouhou dobu. 
P rášek  rozpustí se ve vodě a p repará t  vloží se na několik 
hodin do roztoku při tep lo tě  37° C.

K  u s k o w používá roztoku 1 g pepsinu (pepsinum 
siccum) ve 200 ccm 3%  kyseliny šťavelové.

P a n c r e a t i n  (P. siccum Grůbler) zažívá epithel 
při 37° C v nasyceném vodním  roztoku v několika m inu ­
tách. P rep a rá tů  z celloidinu nebo paraffinu, přilepených 
pouze vodou (bez bílku), možno dobře použiti k pokusům  
zažívacím, na př. lym fatické uzliny k dem onstraci ade- 
noidního vaziva, sleziny a td .

Odbarvování —  bílení.

P ři vyšetřování v idíme velice často, že různé pig­
m enty  zakrývají tk á ň  neb elementy, takže jest nemožno 
detailně jich vyšetřili.  S tává  se ta k  h lavně u nižších, tm av ě  
pigm entovaných zvířat, nebo při vyšetřen í p igm entova­
ných orgánů, na  př.: chorioideae oka, iris a td .,  a v  p ří­
padech pathologických za abnorm ální pigmentace — n á ­
dory melanotické. P igm enty  možno odstran iti  jen pro ­
s tředky  silně oxydaěními. Mnohdy jest nu tno  odstran iti  
zabarvení 11a př. po kys. osmičelé, ve k teré byly p repa ­
rá ty  tvrzeny . V první řadě jde o to , aby  prostředek, k te ­
rého upotřebíme, neničil tkáně.

Chceme-li odstran iti  jemné hnědé zabarvení, dostačí 
odbarvení, jakého se používá při W e i g e r t o v ě  mc- 
thodě  na  barvení myelinu dle modifikace P a l l o v y .  
(Viz barvení.) Uložíme řez do 0-5% hyperm anganu, kde 
jej ponecháme asi y2— 1 m inutu  a přeneseme do roztoku 
y2%  kys. šťavelové s 0*5% siřiěitanem  sodnatým .

P. M a y c r (M itth. f. S tá t .  Neapel 1880, 2. Bd.) 
odbarvuje s velice dobrým  výsledkem  volným  chlorem; 
do skleněné nádobky vloží se několik k rysta lů  kalium- 
ch lora tum  a přidají se 2— 3 kapky  kyseliny solné. J a k ­
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mile se počne vyvinovali chlor, nalejeme do nádobky 5 
až 10 ccm 50% alkoholu. Do té to  teku tiny  vloží se materiál, 
k te rý  byl v 70% — 90% lihu uschován; s počátku plave 
na povrchu, později se potopí. Odbarvení nastane po 
1/4 hodině, po případě až po 2 dnech. Tím to způsobem 
možno odbarviti i řezy přilepené na bílek. Dle vlastní 
zkušenosti jest m ethoda ta to  velice dobrá.

P. Mayer používá též nam ísto kalium -chloratum  m ag­
nesium hyperoxydatum , ke k terém u přidá, dle potřeby, 
více nebo méně kyseliny solné a alkoholu; t a to  teku tina  
odbarvuje pomaleji, ale neporušuje tkán í.

U  n n a doporučuje kysličník vodičitý  ve 3%  roz­
toku.

G r e n a c h e r  odbarvuje  pigm ent re t in á ln í .u  Ce- 
phalopodů ve směsi 1 díl glycerinu, 2 díly 80%  alkoholu 
s p řidáním  2—3%  kyseliny solné.

S o l n é  k y s e l i n y  s alkoholem, v různých kon ­
centracích, používá se v různých  případech; rovněž tak  
i směsi kys. solné a kys. dusičné v alkoholu.

E a u  d e  J a v e l l e .  T eku tina  ta to  sice odbarvuje, 
ale nezachovává vždy tkán í;  nyní se té to  tek u tin y  málo 
používá.

Výbrusy.

V mnohých případech jest nu tno  vyšetřiti  tkáně, 
k teré chovají mnoho organických solí, tud íž  tkáně  tvrdé, 
i s uloženými solemi. V histologii přichází to  hlavně při 
vyšetřování kostí a zubů. Z těchto  orgánů jest nu tno  
zhotoviti výbrusy  ta k  jemné, aby  dovolovaly vyšetření 
i při silnějším zvětšení.

Jdc-li o zhotovení výbrusu  kosti, tu  seřízne se ne j ­
dříve jem nou pilkou lístek asi 0*5— 1 mm  t lus tý , buď 
podélný nebo příčný, dle toho, jak  chceme vyšetřovati. 
T u to  kostěnou ploténku připevním e na  tv rdý , úplně rovný 
podklad (nejlépe užijeme skleněné zátky, k terá  jest na 
povrchu hladce broušena); kost (nebo zub) přilepíme ku 
ploše obyčejným  pečetním voskem. N ejprve brousíme plo­
ténku  kostní na  plochém rovném pilníku nebo na hrubo- 
zrnném brousku; jakm ile obdržíme na kosti rovnou plo­
chu, obrušujem e p loténku dále na  velice jemném pilníku 
nebo smirkovém papíru, nejlépe však na jem ném  brousku, 
kde se veškeré hlubší rýhy  od dřívějšího hrubého broušení 
vyrovnají. Je-li povrch ploténky hladký, tu  konečně vy-
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hladíme jej úplně na filtračním papíru. Vyhlazená plocha 
jest lesklá. N yní odstran í se vosk, a po očištění skleněné 
plochy přilepíme vybroušenou plochu kostní ploténky 
kanadským  balsám em  na skleněný podklad. P lo ténku 
nu tn o  dobře k spodině přitisknouti,  aby  byla úplně rovná. 
K an ad sk á  pryskyřice, k teré  použijeme k lepení výbrusů, 
musí bý ti hustá . Nejlépe si počínáme tak ,  že nakápnem e 
pryskyřici na  sklo, nahřejem e ji na plameni, a  na ro z ta ­
venou přitlačím e výbrus. Kolem p loténky možno ještě 
n ak ap a ti  pečetní vosk. Jakm ile  dobře drží na podkladu, 
brousíme druhou plochu stejně, jak  bylo uvedeno. B rou ­
šením docílíme plo ténky úplně průhledné.

Je-li ho tový  výbrus  dostatečně tenký , vložíme jej 
nejdříve do alkoholu, po případě k odstranění p ry sk y ­
řice do xylolu a pak  do alkoholu, při čemž jej štětičkou 
očistíme; poté přeneseme jej do alkohol-aetheru, a 11a 
konec necháme plo ténku na  vzduchu úplně vyschnouti.  
Je-li výbrus  dobře očištěn a vyschlý, tu  nab ý v á  bílé barvy; 
při vysýchání vn iká  vzduch do všech kostních kanálků . 
T ak to  zhotovený výbrus  m ontu jem e úplně za sucha pod 
krycí skélko, které orámečkujem e hustým  asfaltovým  la ­
kem. (Vložímc-li výbrus  do pryskyřice, tu  vn ikne ta to  do 
všech kostních du tinek  a kanálků  a výbrus  s tane se úplně 
průhledným , nepotřebným .) Hodláme-li výbrus m ontovati 
do kanadské pryskyřice, musíme ploténku nejprve potáh- 
nouti nějakou látkou, k te rá  zabrání p rostoupnutí kanady; 
k tom u  účelu na tírám e v ýbrus  na  všech s tranách  arabskou 
klovatinou a po zaschnutí vložíme ho do kanadské p rys ­
kyřice.

P rávě  tak ,  ja k  počínáme si při výbrusu  kostí, p racu ­
jeme i na  výbrusu  zubu. Celý zub upevním e pečetním 
voskem na skleněný podklad a obrousíme zub (po délce) 
až do míst, kde objeví se d u tin a  zubu, načež výbrus u h la ­
díme, hladkou s tranou  přilepíme znova na  sklo a obrou­
síme s tranu  druhou až do žádané t loušťky . Po očištění a 
osušení výbrusu  m ontu jem e tý ž  buď na  sucho, nebo po 
na třen í arabskou  k lovatinou do pryskyřice. P ř i  broušení 
zubů musíme b ý ti  velice opatrn í;  brousíme bez velkého 
tlaku , při čemž plocha obroušeného zubu musí bý ti  dobře 
přilepená, j in ak  odlam uje se velice k řehký email od po ­
vrchu zubu.

Velice pěkných a instruk tivn ích  obrazů výbrusu  kostí 
i zubů obdržíme, im pregnujem e-li kanálky  a  du tinky
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kostní barvou. M ethoda je ta to :  brousíme ploténku kosti 
t a k  dlouho, až je úplně ten k á  a průhledná; ten to  výbrus 
úplně vysušený vložíme do koncentrovaného alkoholického 
roztoku fuchsinu. Roztok fuchsinu přivedeme na vodní 
neb pískové lázni do varu, při ěemž ponecháme výbrus 
v barvě ta k  dlouho, až se alkohol úplně odpaří. Celá plo- 
tén k a  kosti jest pok ry ta  v rs tvou  suché kovově se lesknoucí 
barvy. Alkoholický roztok fuchsinu vnikne do všech k a ­
nálků a buněk a při odpaření barva  v kanálcích uschne. 
Výbrus pak znova brousíme po obou s tranách  na jemném 
kam eni ( z a  s u c h a ! )  a uhladíme koneěně na papíře. 
H o tový  suchý p repará t  m ontu je  se do kanadské p rysky ­
řice. Veškeré kanálky  a du tinky  jsou ostře konturovány, 
červeně zbarveny.



VI. Mikrotom.

Mikrotomem nazývám e přístroj, k terým  jest možno 
z p repará tu  hotovit i velice jemné řezy určité t lo ušťky . 
V obchodech nachází se mnoho m ikrotom ů různých sys­
tém ů. Některé m ikrotom y jsou zařízeny pouze 11a řezy 
celloidinové, jiné jenom na řezy paraffinové; některých 
m ikrotom ů možno použiti pro obojí m ethodu. Zařízení 
m ikrotom ů jest již v principu velice různé; buď nůž 
pohybuje se stále v určité poloze a proti němu se zvedá

prepará t buď šroubem 
nebo po nakloněné ploše 
posunovaný, anebo nůž 
zůstává  v pevné poloze 
a na něj p repará t do ­
padá. U většiny nových 
m ikro tom ů pošinuje se 
p repará t samočinně do 
výšky v libovolném roz­
sahu; na některých pří­
strojích možno docíliti 
posunování i o rozdílu 
půl [i. Nej jednodušší 

mikrotom  jest nyní velice zřídka používán; je to  t. zv. 
mikrotom R a n v i e r ů v  (obr. 42.). Tento  skládá se 
z dutého válce, ve kterém  se šroubem posunuje píst. Na 
povrchu válec nalézá se rovná, široká plocha. N a píst 
připevní se prepará t, šroubem se pošine píst do určité 
výšky a rovným  nožem, k terý  se položí na horní plo­
chu, seřízne se část p repará tu  nad plochu vyčnívající. 
Ryl to  jeden z prvních m ikrotomů, k terý  měl nahrad it i 
řezání prosté. Podobně zařízen jest m ikrotom  R e i c h c r- 
t ů v  pro řezání prosté, k terý  má ve válci svorky na 
upnu tí  prepará tu .

Mikrotom ten to  možno doporučiti, neboť úplně stačí 
11a obyčejné a rychlé vyšetření, obzvláště v praxi léka­
řově, když jde jenom o pouhé a rychlé rozpoznání (11a př. 
nádorů). Možno jím řezati nejen konservovaný m ateriál
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v alkoholu bez zalití do paraffinu  nebo celloidinu, ale 
i m ater iá l za litý . Takto zařízený mikrotom jest velice levný 
a postačí ú p lně . Hodlám e-li řezat i p rep ará t  nezalitý, tu  
vložíme jej mezi dva špalíčky z t .  zv. ,,bezové dušc“ , 
svorkou jej stisknem e a řežeme i s dření bezovou, k te rá  
se ve vodě neb líhu odstraní. N a  principu prostého ve­
dení nože bylo sestrojeno m nožství m ikro tom ů, i t a k  vel­
kých, že řezány jim i i celé m ozky (Mikrotom Gudenův).

D ru h ý  princip, kde nůž jest p ř ip ia t  na těžký, železný 
klín, pohybující se v sáňkách, a kde p re p a rá t  jes t zap ia t

Obr. 43.

do svorky, k te rá  se různým  způsobem do výšky  posunuje, 
jes t princip R  i v e r  t  ů v. N a principu R i v e r t o v ě  
jsou sestaveny tém ěř  všechny m ikro tom y, k teré  nesou 
různá  pojm enování, hlavně podle firem, k teré  je s různým i 
modifikacemi vyrábějí  (Jung , Schantze, Reichert, Zimmer- 
m ann  atd .).  J in ý  m ikrotom , to m u to  podobný, jest m ikro ­
tom  sáňkový. Poněvadž  jest velice důležité seznámí ti  se 
s různým i d ruhy  m ikrotom ů, chci se o několika druzích 
zevrubněji zmíniti.

Sáňkový m ikro tom  se šikmou plochou t.  zv. J  u  n- 
g ů v. N a větším  podstavci — za úěelem větší s tab ility  —• 
jest kolmo připevněna  massivní p lo tna  (obr. 43.); na 
plotně na  s tran ě  pravé probíhá pod ostrým  úhlem  lišta, 
k te rá  tvoří s kolmou plochou d ráh u  pro sáňky. V dráze 
pohybuje  se těžk ý  železný klín, sáňky, n a  k te rý  se šrou-

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 0
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beni připevní nůž. Sáňky musí přesně na d ráhu  naléhati 
a lehce se po ní pohybovati; aby  třen í  se zmenšilo, nedo ­
léhají sáňky plnou plochou na d ráhu , nýbrž spočívají jen 
11 a n ě k o l i k a  b o d e c h  t ř e c í c h .  N a s traně levé 
jest připevněna na kolmou s těnu rovněž pod ostrým  úhlem 
probíhající j iná  lišta, k te rá  jest skloněna nazad a tvo ří  
dráhu , ve k teré  se pohybuje jiný  těžký, železný klín; 
t.  j. t . zv. sáňky pro objekt. N a to m to  klínu připevněna 
jest zvláštn í svorka k upevnění p repará tů . Poněvadž ta to  
d ráh a  tvo ří  nakloněnou plochu se sklonem od předu  do ­
zadu, musí n u tn ě  p repará t,  k te rý  do svorky sáněk jes t 
zapiat, pošinutím  dopředu  vystoup iti  do výšky. J in á  
důležitá  součást m ikrotom u sáňkového jest m ikrom etrický 
šroub, k terý , na  svorce upevněn, nalézá se za sáňkam i 
pro objekt. Zařízen je tak ,  že možno svorku se šroubem  
upevn iti  11 a d r á z e  s á n ě  k. Mikrometrický šroub, 
k te rý  ne jp rv  celý nazpět vytočíme, posunujem e k sáňkám  
objektním  ta k  dlouho, až se jich hro tem  do týká. P ř ip ev ­
ní me-1 i šroub v dráze a otáčíme-li jím, posunujem e klín 
s p repará tem  dopředu a do výšky. K dyž známe úhel 
skloněné plochy a výšky  šroubovice, lehce si vypočteme, 
o kolik částí m ilim etru vystoup í p repará t  do výše při 
jednom  otočení šroubu. U m ikrotom u , ,Ju n g “ jest výška 
šroubovice taková , že jedno úplné otočení šroubu posune 
sáňky ob jek tu  dopředu o tolik, že p repará t vystoupí 
o 15 fi. N a šroubu jest p řipevněna větší deštička zářezy 
rozdělená na 15 dílků, do k terých  zapadá pružné péro; 
péro udává , o kolik zářezů — zoubků — se kolečko o to ­
čilo. K dyž  rozdělení kolečka vykazuje  15 zářezů, tu  o to ­
čením kolečka o jeden dílek —  to tiž  od jednoho zářezu 
ke d ruhém u —  zvedneme p rep ará t  o 1 fi.

Podobně jsou zařízeny sáňkové m ikrotom y se šikmou 
drahou  jiných firem, až na  některé malé úchylky, k teré 
m ožno ihned postřehnouti.

M ikrotom A l b r e c h t ů v  (obr. 44.) vyráb í fa. 
R eichert; jes t sestaven na podkladě šikmých sáněk, ve 
k terých  se pohybuje svorka pro p repará t.  V sáňkách jest 
volně uložena dlouhá pohyblivá kovová tyčinka, k te rá  se 
v nich upevní šroubem, a to  tehdy , když d o tý k á  se jem ­
ného posunovacího šroubu. U mikrotom ů, kde posunování 
děje se jem ným  šroubem, jest nu tno  ten to  vy toěiti  zpět 
do původního postavení, když došel ke konci. U m ikro ­
to m u  A lbrechtova je té to  vadě zpětného vy táčen í šroubu
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velice dobře odpomoženo. Končí-li u toho to  přístoje šroub, 
možno celý posunovací přístroj otočití kolem osy, čímž 
zadní konec šroubu dostane se kupředu. Dříve uvedenou 
pohyblivou tyč inku  v sáních uloženou uvolníme a posu­
neme tak , aby  se opčt do týkala  šroubu, čímž možno 
znovu p rep ará t  posunovati do výšky. P ři otáčení šroubu 
a posunování tyč inky  není n ik te rak  dotčena poloha p re ­
parátu , takže možno ten to  dále řezati, aniž pozorujeme,

Obr. 44.

že nůž seřízl tlus tš í řez, nebo že vůbec neseřízl, jako  se 
s táv á  u m nohých jiných  strojů.

Sáňky pro nůž jsou s taveny podobně jako u m ikro ­
tom u Ju n g o v a  s tím  rozdílem, že šikmá plocha jes t na 
straně zevní, kolm á pak na s traně  vn itřn í.  Zařízení to to  
m á tu  výhodu, že nůž nalézá oporu v kolmé ploše a 
nezvedá se při řezání tv rdých  p repará tů , na  př. při řezání 
ehrupavek, kostí —  v botanice při řezání různých dřev.

Mikrotomu možno použiti pro řezání m ateriá lu  jak  
v cclloidinu, ta k  i v paraffinu  zalitého.

Sáňkový m ikrotom  s kolmým posunováním  p repa ­
rá tu . M i k r o t o m  B e c k r ů v.

6*
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Na pevném  podstavci jes t kolmo postavena  deska, 
k te rá  m á 11a své pravé s traně  připevněnu lištu, tvořící 
d ráhu  saněk pro nůž; 11a levé s traně  jsou dvě kolmé lišty, 
ve k te rý ch  se posunuje p lo ténka  se svorkou pro objekt. 
Pod svorkou uložen jes t jem ný  šroub, k te rý  při otáčení 
svorku zvedá. Poněvadž  otáěení šroubu přenáší se přím o 
na svorku, v y s tu p u je  p rep a rá t  rychle do výšky. Aby 
zvedání bylo jemné, m á šroub na  svém dolním konci 
velkou ku la tou  desku, na obvodu zoubkovanou (obr. 45.). 
Při znám é výšce šroubovice a poetu  zubů na desce, jes t 
možno urěiti, o kolik se zvedne p rep ará t  při otočení ko-

Obr. 45.

léčka o jeden  zoubek. Toto  zvednutí činí obyčejně 2 fi 
(u přístro je  fmy R eichert). O táčení ozubeného kolečka 
o u rč itý  počet zoubků děje se buď  prostě rukou, nebo jest 
u m ikro tom u t. zv. au tom atické  posunovadlo; sáňky pro 
nůž narážejí to t iž  11a hrot, k te rý  pákou, jejíž konec za ­
p ad á  do zoubků kolečka, o táčí to to  o u rč itý  počet zubů, 
a t ím  p rep a rá t  zvedá. H ro t  možno posunovati a 11a něm  
jest vyznačeno v číslech, o kolik zoubků se kolečko při 
urč ité  délce h ro tu  pošine. Zařízení to to  jes t  velmi praktické.

S v o r k y  o b j e k t  n í .  Zapneme-li p rep a rá t  do 
svorky, tu  v idíme nm ohdy, že je t ře b a  sklonití p repará t  
na tu  neb onu s tranu , abychom  docílili správného řezu. 
V obyčejné svorce jes t otáčení p re p a rá tu  velice obtížné. 
N evýhodu tu to  odstran í různě zařízené svorky. Jeden
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druh  jsou t .  zv. svorky kulovité; čep, na  k terém  vlastní 
svorka jes t připevněna, m á kulovité zakončení, uložené 
do kulovitého ložiska; tím  umožněn na svorce pohyb rů z ­
ným i směry. V ada svorky kulovité záleží v tom, že její 
upevnění není ta k  dokonalé, jak  m nohdy m ateriá l vyžaduje.

J iná , mnohem stabilnější svorka jest t. zv. „neapol- 
ská44. T ato  svorka dovoluje dvěm a nekončenými šrouby, 
zasahujícími do šroubovice na úsečkách kruhovitých, 
pohyb p re p a rá tů  ve dvou hlavních směrech; kombinací 
obou možno pak  libovolně p rep ará t  ustav iti.

U p e v n ě n í  n o ž e .  N a jm enovaných m ikrotom ech 
se nůž připevní obyčejně šroubem k sáňkám, zůstává 
tud íž  sklon nože k p rep ará tu  vždy týž. V m nohých  pří­
padech však, jak  později bude uvedeno, jes t nu tno  různě 
skloniti nůž k p repará tu ; toho  docilujeme zvláštní svor­
kou, k te rá  se nejdříve šroubem na sáňky  připevní; do 
té to  vloží se nůž, k te rý  dvěm a šrouby se u táhne . Svorka 
dovoluje, aby  ostří nože bylo do různé polohy skloněno. 
J in é  svorky dovolují, aby  nůž stál úplně napříč, totiž 
kolmo na podélnou osu m ikrotom u; postavení to to  jest 
n u tn é  k řezání řezů v paraffinu.

Jm enované m ikrotom y jsou hlavně k řezům z celloi­
dinu; leč možno jich užíti též k řezům z paraffinu, m á­
me-li svorku na příčné postavení nože.

U jiného d ruhu  m ikrotom ů, k terých  se používá hlavně 
na řezy paraffinové, nepohybuje se nůž na sáňkách, nýbrž 
jest pevně zasazen a posouvá se au tom aticky  jem ným  
m ikrom etrickým  šroubem směrem k p repará tu , k te rý  na 
něj dopadá.

Tak  zařízen jest t. zv. „R ockingm ikro tom 44 (obr. 46.). 
N a dvojram enné páce jest připevněn prepará t;  páka se 
zvedá excentricky uloženou osou velkého kolečka a do­
padá ustavičně na  to též  místo; kdykoliv dopadne prepará t 
na ostří nože, seřízne se z něho řez. P ři  dalším otočení 
posune se nůž o u rč itý  počet zoubků samočinně proti 
prepará tu , a to  v době, kdy páka s p repará tem  se zvedá; 
než ta to  dopadne, jest nůž již posunut a p repará t  opět 
se odřízne. T ím to přístro jem  rychle zhotovíme z prepa­
rá tu  vhodně upraveného velký počet jemných, stejně tlus ­
tý ch  řezů od 1 až do 20 \i tloušťky. Mikrotom Rockingův 
zatlačen nyní jiným i druhy, h lavně m ikrotom em  dle M i- 
n o t  a.
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Mikrotom Minotův firm y ,,Z im m erm ann“ v Lipsku 
jest zřízen i na větší v paraffinu zalité objekty, a možno 
jím  řezati též preparáty , zalité v celloidinu. Tento m ikro­
tom  m á nůž úplně stabilní; p repará t  jest připevněn na 
železném válečku, k te rý  jest zap ja t  do sáněk. Tyto  sáňky 
se přivedou e x c e n t r e m  do pohybu nahoru  a dolů; 
p repará t přejde přes nůž, seřízne se a opět vystoupí se 
sáňkami. Při tom  však samočinně zasáhne páka  do ozu­
beného koleěka, které se otočí o u rč itý  počet \i a posune

Obr. 46.

prepará t dopředu. Mikrotom Minotův jest velice stabilní 
a precisní, um ožňuje posunování od 5 [i až do 30 i více. 
Tento  mikrotom vykazoval ještě některé nedostatky, které 
byly M i n o t  e m opraveny, a ta k to  opravený přístroj 
vyrábí fa. R e i c h e r t  (obr. 47.). Zlepšení záleží předně 
v autom atickém  posunovači, k te rý  je spojen velkým  ozu­
beným kolem, posunutí o jeden zoubek dělá 1 \i. Další 
úprava záleží v tom, že m ikrom etrický šroub posunovací 
jest upevněn do m atky, kterou možno na způsob kleští 
otevřití, a t a k  se šroub lehce posune nazpět, aniž se musí 
šroubem otáčeti. Nůž jest upevněn ve svorce, kterou 
možno skláněti.
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Vedle jm enovaných mikrotomů, které jsou poměrně 
dosti drahé, vyrábějí se m ikrotom y menší a jednodušeji 
zařízené, t. zv. s tudentské mikrotomy. J u n g  vyrábí po­
dobné přístroje na principu Ranvierova ruěního mikro­
tom u; lze jej připevniti k desce stolu a m á buď samoěinné 
zdvihadlo nebo posunuje se rukou.

Podobný malý přístroj vyrábí firma Rcichertova; do 
něho možno zapnout i různé nože, b ři tvu  a p. a řezati 
•v paraffinu neb celloidinu. K těm to  m ikrotom ům  můžeme

Obr. 47.

použiti přístroje na  m rznutí p repará tu  etherem neb ky­
selinou uhliěitou. Místo svorky na zapnutí p repará tu  jest 
d u tý  hranol, ve kterém  jest uloženo ,,spray“ . Z nádobky, 
naplněné etherem, vedeme gumovou rourkou ether do 
dutého hranolu, ve k terém  ten to  gumovým balón­
kem rozprašujeme. E th er  působí zm rznutí menšího pre­
parátu , uloženého na vrchní vroubkované desce hranolu. 
Rez p repará tu  sejmeme opatrně s nože, vložíme do fysio- 
logického roztoku, rozprostřeme jej a lžičkou přeneseme 
buď do lihu nebo do barvy  (barví se i za čerstva, hlavně
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tehdy , jde-li o reakce, na př. amyloidní, na glykogen atd.). 
Řezy ta k to  zhotovené hodí se jen pro rychlou orientaci.

S a r t o r i u s  (Gótingen) vyráb í m ikrotom y, k teré 
jsou stavěny  na  principu válcovém (jako vidíme u p a r ­
ních strojů), kde nůž se pohybuje vc zvláště upravených  
sáňkách pomocí válců (obr. 48.). J in ý  d ruh  m ikrotom u 
je ten, na k terém  možno řezati  velké, vc tv rd ém  p ara f ­
finu zalité prepará ty , jakož i jem né řezy z různých druhů  
dřev.

Obr. 48 .

Mikrotomové nože.

Velice důležitou součástí m ikro tom u jest nůž; na  j a ­
kosti nože závisí též jakos t řezů. Nože m ikrotom ové mají 
různou formu, k te rá  odpovídá vždy s tavbě toho  kterého 
m ikrotom u. Zevní formou liší se nože hlavně dle toho , 
zapínají-li se přímo na sáňky šroubem nebo do svorky, 
k te rá  teprve  se připevní na sáňky (obr. 40.). P rvní druh  
má držadlo  zahnuté , ve kterém  jest výřez pro šroub. N ě­
které nože postráda jí úplně držadla. K aždý  nůž jest klín, 
buď protáhlejší, tud íž  na h řbe tě  tenší, nebo plochy jeho 
rychle k sobě se sklánějí, tud íž  na hřbe tě  při stejné šířce 
nože silnější (obr. 50.). Broušení klínů jest rovněž roz­
dílné; buď jsou obě plochy úplně rovné, nebo jest spodní 
plocha rovná, horní pak  d u tě  vybroušená, nebo jsou obě 
plochy d u tě  broušeny. Ostří nože nebrousí sc tím  způso­
bem, že by  se obě plochy, klín nože tvořící, vybrousily 
do úplného ostří; nůž brousí sc sc s trany  spodní úplně
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rovně, na s traně  horní však ostří vy tvo ří  se novým  klí­
nem, docela malým , k te rý  se sklání pod u rč itým  úhlem  
k  ploše nože; je to  velice důležité pro opětné broušení 
nože a dlužno hleděti 
k  tom u, aby  broušení 
dělo se vždy  stejně. Za 
tím  účelem zašroubuje 
se nůž do válečkového 
držadla; váleček při 
broušení leží na  bruse, 
čímž udržuje se stále 
s te jný  sklon. Broušení 
m ikrotom ových nožů 

vyžaduje  velkého cviku 
a trpělivosti.  N a ostří 
nesmí b ý ti  t .  zv. , ,jehly“ 
ani zubů; o bezvadném  
ostří se přesvědčíme, 
prohlédnemc-li je pod 
m ikroskopem  asi při 
100 X zvětšení.

P repa rá ty , k teré  byly zality  do cclloidinu, řežeme 
nožem, jehož klín je tenký , na  horní s traně du tě  b rou ­
šený; je-li ob jek t tvrdší, tu  n u tn o  vzíti nůž silnější. Na

l)

Obr. 49 .

Obr. 50.

řezy paraffinové jsou výhodnější nože krátké , ale silné, 
k teré  se neprohýbají a jsou z obou s tran  ploché. Nože 
takové  vyrábějí různé firm y, a jest vždy nu tno  udati ,  zda 
žádám e nůž pro celloidin ěi paraffin.



VII. Příprava a montování preparátů.

Skélka podložní a krycí.

Skla podložní i krycí m ají bý ti  z dobrého m ateriálu, 
bezvadná, to  jest musí bý ti čistá, průhledná, bez kazů 
(ne zelená!). Nejlepší skélka se zhotovují ze skla solingen- 
ského a jejich hrany  se obrušují nebo hladí. J a k  pod ­
ložní, ta k  i krycí skélka přicházejí do obchodu v různých, 
dle určité délky se třídících formátech, z nichž nej zná­
mější je ta k  zvaný form át anglický, vídeňský a giessen- 
ský. Skélka podložní giessenského fo rm átu  jsou 48 mm  
dlouhá a 28 m m  široká, vídeňského formátu G5 X 26 mm, 
anglického form átu  7 6 x 2 6  m m. Dále jest zvláštní velký 
form át 87 X 37 a 87 X 55. Různým  form átům  skel podlož­
ních odpovídá různá velikost skel krycích, k terá  jsou ře ­
zána buď do čtverce, obdélníka, nebo do kruhu. Míry 
běžné jsou do čtverce: 12, 15, 18, 21 a 24 mm, těchže 
měr jsou prům ěry skel kulatých. Nejběžnější obdélníkové 
m íry jsou: 2 4 x 2 1 ,  3 2 x 2 4 ,  5 0 x 4 0 .  Obyčejně žádaná 
tloušťka krycích skel bývá mezi 0 1 5 —0-22 mm, pro v y ­
šetřování homogenní immersi m ají bý ti  skélka nejvýše 
0-1 t lustá . (Viz str. 17.)

Dříve než použijeme skel, jest nutno, aby  byla úplně 
čistá. Velice často dostaneme v obchodech skla, hlavně 
krycí, k terá  jsou tém ěř neprůhledná, jako by byla za ­
ražená, m nohdy až mlékovitě zbarvená. To stává  se tehdy, 
leží-li skla po delší dobu na skladě. Krycí skélka jsou v y rá ­
běna z velice měkkého skla, a během doby vykrystalu jí  na 
jich povrchu soli ve skle obsažené. Skélka ta k to  ,,naběhlá“ 
čistíme tak , že je vložíme do slabé kyseliny (nejlépe solné 
as 3%), načež je omyjeme destilovanou vodou a ponoříme 
do lihu. Sušíme je plátnem  nebo hedvábným  hadříkem. 
Skélka musí bý ti  naprosto  čistá, hlavně tehdy, kladou-li 
se na ně sériové řezy z paraffinu nebo celloidinu. Tloušťka 
skel má bý ti pokud možno nejmenší. N a tloušťce skélka 
krycího záleží velice mnoho, hlavně proto, poněvadž jsou 
na určitou tloušťku  krycího skélka zhotoveny různé systé ­
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my objektivních čoček. Jsou  to  hlavně objektivy appo- 
chromatické. Použijeme-li silnějších skel krycích, než jak  
jest udáno  pro ten  neb onen objektiv, pak  obdržíme obraz 
p rep ará tu  nezřetelný, jakoby  rozmazaný. J a k  již při objek­
tivech uvedeno, jsou silnější ěoěky opatřeny  zvláštním 
zařízením, t .  zv. korrekěním kruhem , k terým  m ožnoregu- 
lovati objektiv  při t lustším  krycím  skélku. (Viz str. 30.)

Všeobecné o přípravě trvalých preparátů.

K aždý řez, k terý  chceme uschovati jako  trv a lý  pre­
parát, a ť  jest již řezán v celloidinu nebo paraffinu, musí 
bý ti  uložen v jistém prostředí. Obyčejně to  jsou prysky- 
řiěnaté  látky, zřídka kdy glycerin, nebo jiná teku tina .

Dříve však, než jest možno uložiti řez do pryskyřice, 
musí projiti různým i látkam i, nakonec pak takovým i, 
které vložení do pryskyřice dovolí. Voda nebo alkohol 
sráží na př. kanadský  balsám, zato  však se pryskyřice 
dobře snáší s různým i oleji, s xylolem atd . Postup ke 
zhotovení trvalého  prepará tu , uloženého v pryskyřici, je 
ten to :

1. Řez, k te rý  uložen jes t v alkoholu, přeneseme lopa­
tičkou do deštil, vody (není-li předpis pro barvení přímo 
z lihu); řez ten to  následkem diffuse lihu počne se na vodě 
rychle pohybovali.  Je-li řez příliš tenký , může se různě 
stoěiti a přeházeti tak , že není již k potřebě. Chceme-li 
tom u zabrániti, přeneseme jej nejdříve do směsi alkoholu 
a vody, a pak tep rve  do čisté vody.

2. Z v o d y  p ř e n e s e m e  ř e z  d o  p ř i p r a ­
v e n é  b a r v y  (na př. H aem ate in  kamencový).

3. Z b a r v y  p ř e n e s e m e  ř e z  d o  v o d y. Ve 
vodě zůstane ta k  dlouho, až veškerá přebytečná barva 
se z řezu vyloučí; jest rad n o  řez ještě jednou přenésti 
do ěisté vody.

4. Z v o d y  p ř e n e s e m e  o b a r v e n ý  ř e z  d o  
96 % l i h u ,  k te rý  po několika m inu tách  vyměníme; děje 
se t a k  za tím  účelem, aby  veškerá voda z p repará tu  byla 
odstraněna  — p r e p a r á t  s e  o d v o d n í .

5. Dobře odvodněný p repará t  přeneseme lopatičkou 
do prosvětlujícího oleje, nejlépe do origánského. V oleji 
plave řez nejdříve na  povrchu, později, když olej řezem 
úplně pronik], se ponoří.
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6. P r o s v í c e n ý  ř e z  p ř e n e s e m e  l o p a ­
t i č k o u  n a p o d l o ž n í  s k é l k o  a veškeren p ře ­
bytečný olej odstraním e n ah n u tím  skélka.

7. Po odstranění oleje z p rep ará tu  nakápnem e na řez 
kanadský  balsám a na tu to  kapku  přiložíme krycí skélko.

Vady, k teré  se při to m to  pochodu vyskytu jí,  záleží 
h lavně v tom, že p repará t  nebývá úplně odvodněn; to  
poznávám e ihned, jakm ile přeneseme řez z lihu do ( leje. 
V oněch místech, kde zůsta la  ještě voda a kam  olej ne ­
mohl vniknouti, objeví se bílé neprůhledné skvrny a p re ­
p a rá t  se neprosvítí. N a řezech celloidinových zůstává často 
colloidin mlékovitě bílý, voda z celloidinu nebyla v y ta ­
žena. V takovém  případě n u tn o  přenésti řez z oleje nazpět 
do lihu a pak opět do oleje. V některých  případech n e ­
pozorujeme zkalení řezu v oleji; když však přikryjem e 
řez již v pryskyřici uložený, tu  objeví se buď  zkalená 
m ísta neb malé krůpěje. To s tává  se tehdy , když oleje 
bylo dlouho používáno a s p re p a rá ty  bylo do něho p ře ­
neseno mnoho alkoholu; ten to  alkohol teprve dodatečně 
sráží kanadskou pryskyřic i. V takovém  případě nu tno  na 
řez, k te rý  zůstane na sklíčku podložním v kanadě uložený, 
nalcapati xylol, by se veškerý kanadský  balsám rozpustil 
a  odstranil; potom  možno znovu, není-li řez po xylolu 
zkalený kanadskou pryskyřicí, p rep ará t  přikrýt i. Není 
tud íž  radno  oleje prosvětlovacího používa ti  po dlouho 
dobu, neboť bývá  již alkoholem prosycený, a ten to  sráží 
pryskyřici, k terá  jest v něm  nerozpustná.

N ěkdy pozorujeme na řezu teČkovitá neb lineárná 
m ísta  nezbarvená; to  s tává  se tehdy , když použito bylo 
jehly, kterou jsme řez z vody  vyjímali, olejem znečištěné. 
Olej s jehly byl přenesen na  p repará t  a nedovolil přístup 
vodné barvy  do p repará tu . Jeh ly  preparační nu tno  vždy 
očistiti, jakmile přišly ve s ty k  s olejem.

Trvalé preparáty montované v glycerinu.

V některých  případech není radno  používati k m on to ­
vání kanadského balsámu, jelikož se v  něm  pro velký 
lom světla ztrácejí jem né deta ily  v preparátě . Takový 
p repará t ukládám e do rozředěného glycerinu tím to  zp ů ­
sobem: Rezy, buď zbarvené nebo nezbarvené, přeneseme 
z vody do misky se směsí glycerinu a vody v pom ěru 
1 : l ,n e b o  dva díly glycerinu a jeden díl vody. Po době
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několika m inut (neb děle) přeneseme řez na podložní 
sklíčko, přihlížejíce k tom u, aby se nepřeneslo na skélko 
příliš mnoho glycerinu. Rez přikryjem e krycím skélkem, 
na jehož spodní stranu  dám e malou kapku glycerinu proto, 
aby  nezůstaly vzduchové bublinky v preparáte .

Krycí skélko nedrží však pevně na preparátě , te k u ­
t in a  by po nějakém  čase vysolila a p repará t  stal by se 
tím  nepotřebným . P rep a rá ty  v glycerinu uložené je třeba  
orámeěkovati, což činíme různým  způsobem. Nejlépe se 
k tom u hodí t. zv. asfaltový lak (železný lak), k te rý  máme 
uschovaný v lahvičce se širokým hrdlem. Musí b ý ti  syru- 
povité konsistence, ne příliš tek u tý .  Sklo podložní kolem 
krycího skélka nu tno  důkladně oěistiti, aby nebylo zne­
čištěno od glycerinu (proto se hledí vzíti s prepará tem  co 
nejméně glycerinu, aby pod skélkem krycím nevytékal n a ­
venek). P ak  vedeme 
štětec v asfaltu  n a ­
močený po okraji 
krycího skélka; tím 
způsobem zhotovíme 
rámeček kolem pre­
parátu . L ak  nesmí
býti příliš teku tý , ob r . 51.

aby  nepřetekl přes
skélko nebo nevnikl pod skélko krycí na řez. R ám eček 
asfaltový rozšíříme as na 3 m m  po skélku podložním.

Toto m ontování p repará tu  do glycerinu a orámečko- 
vání asfaltem vyžaduje dosti cviku.

Pohodlnější orámečkování p repará tu  umožňuje pří­
stroj (obr. 51.), k terý  skládá se z dřevěného podstavce, 
na němž upevněna ku la tá  deska, lehce otáčivá, k te rá  m á 
kruhové dělení. Přikryjeme-li p repará t  v glycerinu 
uložený ku la tým  skélkem, tu  položíme podložní sklo 
na destičku tak , aby kulaté  krycí skélko krylo se přesně 
s kruhem  na desce vyry tým . Namočíme štětec do asfa l­
tového laku, levou rukou otáčíme desku, při čemž pravou  
rukou přidržujem e štětec na okraji krycího skélka, a tak  
snadno orámečkujeme prepará t.

Nemá-li řez v glycerinu bý ti uschován na dlouhou 
dobu, nýbrž má-li bý ti jen na k rá tk ý  čas pro vyšetření 
před vyschnutím  chráněn, možno zhotoviti rámeček z pa- 
raffinu. Silnější drát, nebo malou lžičku nahřejem e nad 
plamenem, vložíme do paraffinu a kapku teku tého  paraf-
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finu položíme nejprve na rohy krycího skélka. Tím připevní 
se poněkud skélko a nyní klademe teplý  paraffin na hrany 
krycího skélka.

Podobně možno orám eěkovati p repará t směsí žlutého 
vosku a kolofonia. 2 díly vosku a 7—9 dílů kolofonia 
za tep la  důkladně promísíme a ke směsi přidám e trochu 
rum ělky v prášku. Směs necháme vychladnouti. Rámeěek, 
k te rý  je trva lý , zhotovujem e s tejným  způsobem jako 
u paraffinu.

H lavní podmínkou trvanlivosti rámečků jest naprostá  
čistota skélka, aby adhese mezi sklem a lakem nebo 
voskem byla úplná. Zůstane-li na  skle glycerin, rámeěek 
se velice snadno odloupává.

Montování velkých řezů.

Velké řezy, které jsou také  značně tlustší, kterých se 
má použiti pro demonstraci, uzavírá S c h e n k  tím to  
způsobem: Rez nechá úplně prosáknouti glycerinem. Když 
se stal průhledným , vloží se mezi filtrační papír a odstraní 
se z něho veškeren přebytečný glycerin. Potom  položí se 
řez na podložní sklo a nakape se naň  řídký, v xylolu 
rozpuštěný kanadský  balsám, odstraní se velké bublinky 
vzduchové a přikryje  se krycím sklem. K anadská p rysky ­
řice oble je celý preparát, k terý  zůstal úplně průhledný, 
jenom tehdy , byl-li přebytečný glycerin odstraněn. Toto 
montování velkých řezů se velice dobře osvědčuje.



VIII. Příprava k hotovení řezů jednotlivých 
a sériových.

J a k  již dříve uvedeno, možno jen  částky  průhledné, 
světlo dostatečně propouštějící, mikroskopicky vyše třo ­
vati ,  nehledíce ovšem ke zkoumání, kdy  vyšetřu jem e ve 
světle dopadajícím  a ne prostupujícím . P ři  největší jistotě 
řezání z volné ru k y  b řitvou  nebo plochým nožem jest 
přece jen velice obtížilo obdržeti stejně tlusté  řezy a 
vůbec nemožno —  zejména při m alých objektech —  ře- 
zati m ateriá l z volné ruky  na serie. Aby se docílilo vhod ­
ných řezů, bylo hledáno odedávna nějaké prostředí, do 
k terého  by se p rep ará t  uložil, aby  mohl bý ti  řezán. Tak 
užíváno dříve na  př. m ýdla , do nčliož byl p repará t zalit, 
a pak  řezán (do techn iky  zavedl mýdlo Flemming). P o ­
dobných prostředí byla velká řada. Později bylo použí­
váno  vosku s olejem; do té to  směsi byl p repará t  pro další 
zpracování vložen. A však práce s veškerým i těm ito  pro ­
s tředky  byla velice nesnadná. Velmi dobře se osvědčil 
paraffin  a dosud jest v m nohých případech, hlavně pro 
malé a embryologické objek ty , užíván. Pro  objekty  větší, 
zvláště však pro takové, k teré  složeny jsou ze tk án ě  různé 
tuhosti,  osvědčilo se nejlépe zalévání do celloidinu. J a k  
paraffinu, ta k  celloidinu užívá- se s prospěchem proto, že 
jsou to  lá tky  naprosto  ob jek t prostupující, k teré se s tá ­
vají s objektem  jednolitým i, nerozpadávají se a nedrobí.

A. Methoda zalévání preparátů do celloidinu.

Cclloidin (rozpuštěná stře lná  bav lna v etheru) do­
s táv á  se do obchodu v tu h ý ch  a  elastických tabulkách . 
Cclloidin rozkrájí se na malé kousky, k teré  se rozpouštějí 
ve směsi alkohol-etherové, a to  jednoho dílu alkoholu a 
dvou dílů etheru. R ozpuštěný  cclloidin uschováme v láhvi 
dobře zá tkované; roztok základní musí m íti husto tu  sy- 
rupu . Ze základního roztoku připravím e roztoky různě 
koncentrované. P ři  zalévání p repará tu  do celloidinu počí­
nám e vždy s roztokem  velice řídkým , neboť jen takový
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roztok může prostoupiti p repará t,  vypln iti  veškeré d u ­
t in k y  a prostory  mezi tk án í.  H ustého  roztoku upotřebím e 
ke konečnému zalití, neboť tvoří pouze vrs tvu  kolem p re ­
p ará tu  a vn ikne jen do velkých, od povrchu přís tupných  
dutin .

P ř í p r a v a  p r e p a r á t u  p r o  z a l i t í  d o  
c e l l o i d i n u .

P re p a rá t  musí bý ti velice dobře odvodněn, je tud íž  
nutno, aby m ateriá l byl alespoň dvakrá te  přeložen do 
absolutního (nebo aspoň spolehlivě do 96%) lihu. Z lihu 
přeneseme p rep ará t  do směsi alkoholu a ae theru , ve k teré  
jej nechám e podle velikosti 2— 24 hodiny ležeti. Ze směsi 
alkohol-aetherové uloží se p rep ará t  do řídkého roztoku 
celloidinu, nebo postupuje se tak ,  že k  p repará tu , k te rý  
jest uložen ve směsi alkohol-aetherové, přidám e velice 
málo základního roztoku celloidinu, aby povstal roztok 
řídký. V řídkém celloidinu nechám e prepará t  po nějakou 
dobu ležeti, ěím déle, t ím  lépe. Je s t  naprosto  nemožno 
udati,  jak  dlouho m á p repará t  v celloidinu ležeti; doba 
ta  jest závislá hlavně na hus to tě  vaziva, ze kterého jes t 
do tyěný  p repará t  složen. T ak  na př. já tra ,  k te rá  jsou 
orgán dosti jednolitý, možno mnohem dříve z celloidinu 
vyjm outi,  než kůži, ve k teré  nacházíme jednak  tu h é  a 
husté vazivo ve škářc, do k terého  roztok velice pom alu 
vniká, jednak  vazivo řídké, k teré  daleko lépe celloidin 
propouští. Cvikem naučíme se usuzovati, jak  dlouho ten  
k terý  m ater iá l dlužno ponechati v řídkém  celloidinu. Zalí- 
vejm e vždy úřezky pokud možno malé. Z prepará tu , k terý  
jest po ploše větších  dimensí, dlužno zalévat i pouze tenké 
, ,lís tky“ . Hodláme-li na př. zhotoviti řezy celou ledvinou 
králíka, tu  ledvinu u tv rd ím e a rozřízneme v polovině tak , 
aby  plocha řezu byla rovná. Potom  seřízneme lístek p a ra ­
lelně s prvním  řezem asi 2— 3 nim  silný, k te rý  vložíme 
do řídkého celloidinu.

K  roz toku  celloidinu, ve k terém  jest p repará t  uložen, 
přidám e za jeden nebo dva dny  trochu  celloidinu hustého, 
ale opět jen tolik, aby  roztok jen nepa trně  zhoustl. Za 
několik dní můžeme p rep ará t  přeložiti do roztoku hustého 
(syrupového), a to  tak , že do skleněné nádobky  s plochým 
dnem, do k teré  nalejeme h u s tý  celloidin, vložíme preparát, 
ř ídkým  celloidinem již prosáklý. N ádobku přikryjem e s po­
čá tku  tak , aby  se nemohla směs alkoholu a ae theru  rychle
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odpařovali .  K dyž  vk ládám e p re p a rá t  z řídkého celloidinu 
do hustého , ob jev í se obyčejně v  h u s tém  celloidinu 
ve hloubi veliký počet vzduchových  bublinek, k teré  n u tn o  
do s ta l i  na  povrch, ab y  se z tra tily ;  toho  dosáhnem e tím  
způsobem, že nádobku  důk ladné  přikryjem e. Jakm ile  se 
bublinky  vzduchové v y tra t í ,  p řik ry jem e nádobku  jen 
lehce, to tiž  tak ,  ab y  se směs alkoholu a a e th e ru  docela 
pom alu odpařovala. O dpařováním  celloidin houstne. N e­
chám e jej t a k  dlouho vysycha li ,  až nabude  konsistence 
tu h é  a elastické, podobné, jako  m á v  tabulce . S táv á  se, 
že při rychlém  vypařován í se směsi alkoholu a  ae th eru  
z tv rd n e  celloidin na  povrchu, ve v rs tv ě  hlubší v šak  zů ­
s táv á  úplně m ěkký; tu  radno  o b rá ti t i  nádobku  otvorem  
dolů. P á ry  aetherové, jsouce těžké, klesají dolů a rozpouš­
tě j í  z tv rd lou  v rs tvu , čímž celloidin se s tane  s tejnom ěrně 
tu h ý m . Jak m ile  celá v rs tv a  celloidinu s prepará tem  ste jno ­
m ěrně ztuh la, vyříznem e ten to , ponechám e však  kolem 
něho v rs tv u  celloidinu. T akový  špalíček celloidinu s p re ­
pa rá tem  vložíme na  okam žik do směsi alkoholu a ae theru , 
čímž zm ěkne povrchní v rs tv a  celloidinu; ponoříme p ak  
p rep ará t  do celloidinu hustého  a přiložíme ho n a  dřevěný 
nebo, jak  častě ji se užívá, na  s tab il i tový  špalíček. P o ­
sečkáme m alou chvilku, ab y  celloidin poněkud oschl, a 
vložíme přilepený p rep a rá t  do 70%  lihu. V lihu u tv rd n e  
p rep ará t  respekt, celloidin za několik  hodin  a pak  možno 
jej řezat i. T a to  m cthoda  zalévání do celloidinu jes t dle 
zkušenosti nejsprávnější.

P ro  zalévání do celloidinu možno použiti též  s tarší 
m et hody, k te rá  spočívá v  tom , že p rep ará t,  ř ídkým  cel- 
loidinem prosáklý, oblejeme celloidinem h ustým  přím o 
na  stab ilitovém  nebo dřevěném  podkladu , a po nějaké 
době, když celloidin na  povrchu  ztuhl, vložíme jej ihned 
do 70%  alkoholu.

Podk ladem  p re p a rá tů  (aby  bylo možno zapnou ti  je 
do  svorky m ikro tom u) jsou dřevěné špalíčky, pokud možno 
málo pórovité, a špalíčky z vulkanisované pryže, t .  zv. 
s tab il i ty .  D řevěné špalíčky, dříve než jich používáme, 
vložíme do řídkého celloidinu, ab y  veškeré je jich  póry  
vyplnil; j in ak  vidíme, když p rep a rá t  přilepíme, že ze 
d ře v a  v y s tu p u je  m noho vzduchových  bublinek, p rep ará t  
t a k to  přilepený neadhaesu je  dostatečně k  spodině, takže  
se při řezání lehce odloupne. M nohem lépe se osvědčují 
nařezané špalíčky t.  zv. s tab ility , k teré  jsou těžké a bez

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 7
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pórů  (lze je koup iti  v obchodech s po třebam i pro m ikro ­
skopii). K d y ž  přilepím e na ně p re p a rá t  a vložíme je do  
alkoholu, klesnou na  dno, kdežto  dřevo p lave na  po­
vrchu  alkoholu. Často  se s tává , že p re p a rá ty  na  d řevě ­
ném  špalíčku přilepené a nedosta tečně  ponořené obrá tí  se 
n ah o ru  a vyschnou.

Velice nevhodné a nep rak tické  jes t  používání pod ­
ložek ko rkových  (zátek). P o d k lad y  korkové m ají různé 
v ad y ;  leží-li na  př. p re p a rá t  na  korku  p řilepený po delší 
dobu v  lihu, ex trah u jí  se různé p ry sk y řiěn a té  a j. lá tky , 
líh hnědne a p re p a rá t  ta k té ž  se do hnědá  zabarvu je .  J in á  
obtíž n a s tá v á  t ím , že korek nasák lý  lihem  s tá v á  se v e ­
lice poddajným , m ěkkým . Zapneme-li k o rkový  podklad  
do svorky  m ikro tom u a u táhnem e-li  více šroub, zm áčkne 
se korek  a p re p a rá t  odlepí se od spodiny. Z těch  a jiných  
ještě  dův o d ů  užívám e vždy  podk ladů  pokud m ožná t v r ­
dých a  těžkých .

Pochod zalévání do celloidinu je tu d íž  te n to :
1. U tv rzený  p re p a rá t  důk ladně  odvodním e v  abso ­

lu tn ím  lihu;
2. uložíme do směsi alkoholu a ae theru ;
3. přenesem e do řídkého celloidinu n a  24 nebo více 

hodin, dle velikosti a složení p re p a rá tu ;
4. přenesem e do poněkud koncentrovanějš ího  celloi­

d inu;
5. vložíme p re p a rá t  do hustého  celloidinu. Tu m ožno 

p re p a rá t  ponechati, ab y  zvolna se vypař il  ae ther-a lkohol, 
nebo přím o přilepím e na  podklad.

6. Vložíme do 70%  lihu, ab y  cclloidin u tv rd í.  P o  
několika hodinách  jes t možno p re p a rá t  řezati.

B. Methoda zalévání preparátů do parafíinu.

M cthoda zalévání p re p a rá tů  do para ff in u  jes t vše ­
s tran n ě  u zn áv án a  a to  h lavně  pro  m alé ob jek ty . H odí se 
nejlépe k hotovení sériových řezů ve všech odvětv ích  
m ikroskopie. N ejvíce se té to  m eth o d y  používá v  em bryo- 
logii, kde dlužno ho tov iti  úplné serie. V histologii používá 
se m e th o d y  paraff inové v těch  případech, kde jde o řezy 
velice tenké ; ta m  získám e z m alých  a vhodně  p řip ra v e ­
ných  o b jek tů  řezy t lo u š ťk y  až 1 \i.

Para ffin ,  ja k  v obchodě se dostává, je s t  lá tk a  p rů ­
sv itná , nerozpouští se v alkoholu  (jen ve 100 dílech v rou-
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čího alkoholu rozpouští se as 3 díly paraffinu). J e s t  velice 
lehce rozpustný  v  sirouhlíku, v chloroformu, benzinu, 
xylolu, v  různých  olejích a td .  Čistý paraff in  ta je  mezi 
40— 62° C. N u tn o  věděti,  na  k terém  s tupn i tep lo ty  ta je  
paraffin , k terého  chceme použiti.

P ro  řezání nesmí b ý ti  ob jek t zaléván ani do příliš 
m ěkkého ani do zvláště tv rd éh o  paraffinu . Jak éh o  p a ra f ­
finu dlužno použiti, závisí od samého objektu , k te rý  m ám e 
řezati, a od tep lo ty  m ístnosti, kde pracujem e. V létě jes t 
záhodno užíti tv rdš ího  paraff inu  než v zimě. Zdá se, že 
nejlepší paraffin  jes t  ten , k te rý  se rozpouští při s tupni 
as 52°— 54° C.

P rep a rá ty ,  k te ré  m ají b ý ti  v paraffin  zality, musí 
b ý ti  naprosto  bezvodé; musí p rojiti pozvolna alkoholem

Obr. 52 .

vzestupně silným až absolutním . P oněvadž se však  p a ­
raffin  v alkoholu nerozpouští, jes t n u tno  všechen alkohol 
ods tran iti  a použiti lá tek  přechodných, ve k terých  se 
paraff in  rozpouští. P ro to  vk ládám e p re p a rá ty  z abso lu t­
ního lihu do chloroformu, xylolu, terpen tinového  oleje, 
nebo benzolu. Není však  rad n o  p rep ará t  z absolutního 
lihu přenésti bezprostředně do udaného prostředí, poně­
vadž  při přenesení p rep a rá tu  z lihu, na  př. xylolu (neb 
jiného prostředí), n as táv á  velice rychle diffuse, k te rá  na 
jem nou tk á ň  (na př. em bryonální) velice nepříznivě úěin- 
kuje, působíc t rh l in y  ve tkán ích , svrašťování a j. J e s t  
n u tn o  tud íž  poěína ti  si ta k to :  Užijeme-li za přechodné 
prostřed í benzolu, tu  p řiprav ím e si v jedné lahviěce směs 
4 dílů abs. lihu  a 1 dílu benzolu; do d ruhé lahviěky  (se 
širokým  hrdlem  a skleněnou dobře zabroušenou zátkou) 
(obr. 52.) dám e 3 díly lihu  a 2 díly benzolu, do tře t í  láhve 
dva  díly alkoholu a 3 díly benzolu, do ě tv r té  1 díl a lko ­
holu a 4 díly benzolu a koneěně do pá té  ěistý benzol. 
P rep a rá ty  pak  přenáším e opatrně  z jedné nádobky  do

7*
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druhé, malé po 20 m inutách , velké po několika hodinách, 
&ž do čistého benzolu. S te jným  způsobem si počínáme 
při xylolu nebo chloroformu a j. V to m to  prostředí se 
s tane  p re p a rá t  úplně p růh ledným . Z ěistého prostředí ne ­
přenáším e však  rovněž p rep a rá t  přímo do připraveného, 
horkem  rozpuštěného paraffinu, nýbrž  vložíme jej do 
benzolu, ve k terém  rozpuštěn  byl paraffin . Směs benzolu 
a  paraff inu  je te k u tá  již při velice nízké teplotě , a v ní 
nechám e p rep a rá t  pozvolna paraffinem  projiti. O d tud  t e ­
prve po nějaké době přeneseme p re p a rá t  do horkého roz ­
puštěného  paraff inu  urěité  tv rdosti .  V ěistém paraffinu 
odpaří se tep lem  benzol, k te rý  se v p repará tů  nalézal. 
Zbvly-li by  nějaké s topy  benzolu (neb xylolu, chloroformu 
a td .)  v  p repará tě , hude při řezu paraffin  v těch  m ístech 
bílý, m ouěna tý , nedá se řezati, jen  se drobí. J e s t  n u tn o

vložiti p rep ará t  před konečným  zalitím  ještě jednou do 
úplně ěistého paraffinu, kde po benzolu, xylolu a td . není 
ani stopy. K dyž soudíme, že p rep ará t  jest již úplně p ara f ­
finem  prostoupen, vy jm em e jej a vložíme buď na hodi­
nové sklíčko —  je-li p repará t  ten k ý  —  nebo do větší 
a hlubší skleněné misky, k terou  n u tn o  dříve glycerinem 
lehounce potříti, aby  us tyd lý  paraffin  nelnul na  sklo a 
mohl se snadněji z nádobky  vy jm ou ti .  P rep a rá t  v nádobce 
musí b ý t i  v paraffinu  úplně ponořen. Aby rychleji ztuhl, 
vložíme nádobku  do s tudené vody  nebo ji obložíme ledem. 
D okud paraffin  jes t te k u tý ,  nesmí se voda dosta ti  k p a ­
raffinu, ježto povstanou  ihned prázdné du tin k y  kolem 
p repará tu , voda jsouc těžší, vn ikne mezi paraffin  a zalití 
by  nebylo úplné; když paraffin  n a  povrchu poněkud ztuhl, 
možno nádobku  pod vodu ponořiti. K dyž pak  po nějaké 
době paraff in  prostydl, ztuhl, tu  vy jm em e jej z nádobky.

K rom ě nádobek  skleněných možno s výhodou použiti 
k zalévání p rep ará tů  do paraffinu  dvou kovových nebo 
skleněných plotének s tejně velkých, v pravém  úhlu  ohnu ­

a b
Obr. 53.
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tých , k teré  dle přiložení nám  dají různé velkou „kom ůrku"  
(obr. 53.). P lo ténkv  u tah u jem e  k sobě dvěm a svorkam i 
a s tav ím e je na skleněnou desku, k te rá  tvoří dno h ra ­
nolu (Reichert).

Dobře zalitý  p rep a rá t  v paraffinu  musí bý ti s te jno ­
rodý, paraffin  p růsv itný . P ř i  paraffinovém  zalívání jde 
p rávě  o to , ab y  nejen větší du tin k y ,  ale i veškerá tk á ň  
byla paraffinem  p ro ­
stoupena. J a k  dlouho 
m á z ů s ta t i  p rep a rá t  
v  paraff inu , nelze 
přesně u rě iti;  pro m a ­
lé p ře d m ě ty  staěí n ě ­
kolik m in u t  (tenké 
blány, re tina , m alá 
em brya  p taě í a td .), 
jiné o b jek ty  je n u tn o  
ponechati v paraffinu  
hodinu i déle; o tom  
vždy  možno jen cvi­
kem usouditi.  Velké 
ob jek ty  n u tn o  pone­
chá ti  v tek u tém  p a ra ­
finu i více hodin při 
s tejné tem p era tu ře .
Aby paraff in  zůsta l 
po dlouhou dobu t e ­
k u tý m  při stejné te p ­
lotě, n u tn o  použiti 
zvláště k to m u  zhoto ­
vených vy tápěcích  
kom or paraffinových  
(obr. 54.). J sou  to  
th e rm o s ta ty  s dvo ji­
tou  stěnou; mezistění 
jest nap lněno  vodou, k te rá  se zahřívá  na  urč itou  tep lo tu . 
A by v oda  zůsta la  při s tejně vysoké teplotě , používá se 
r tu ťo v éh o  t h c r m o r e g u l á t o r u ,  k te rý m  prochází plyn. 
Jak m ile  dostoupila  tep lo ta  urč itého s tupně, zamezí zařízení 
regu lá to ru  větší p řítok  plynu, p lam en se zmenší; ochladí-li 
se th e rm o s ta t ,  klesne r t u ť  v regu lá to ru , čímž nas tane  větší 
p řítok  p lynu a tep lo ta  se opět zvýší. P ro  plynové topení 
vyhovu je  nejlépe therm oregu lá to r R eichertův .
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T .z v .  n e a  p o l s k á  v o d n í  l á z e ň  jes t p rávě ta k  zaří­
zena, jako  obyčejný  th e rm o s ta t ,  a top í se m alým  B unseno ­
vým  hořákem . V horní stěně nalézají se různě velké n ád o b ­
ky, ve k te rý ch  je rozpuštěný  paraffin , rů zn á  p rostřed í a j. 
V principu  zůstáva jí veškerá t .  zv, paraff inová  k am n a  
ste jná , a účelem jich  jes t  jen udrže ti  s te jnom ěrnou  tep lo tu .

J e s t  velice důležité, abychom  si zapam atova li  sp rávně 
plochu p rep a rá tu ,  podle k te ré  m ám e vésti řezy. U ně ­
k terého  m a te r iá lu  jest to  velmi snadné, avšak  vě tš ina  
p rep ará tů ,  h lavně malé, vyžadu je  sp rávnou  orientaci. Ač­
koliv paraff in  jes t dosti p růsv itný , přece nem ožno v idě t 
de ta ilů  ob jek tu . P ro to  nu tno , dokud jes t p araff in  t e k u tý ,  
p o s tav it i  p re p a rá t  jehlam i tak ,  abychom  měli sp rávné v o ­
dítko, ja k  p rep a rá t  musí b ý ti  připevněn, když v tom  nebo 
onom sm ěru  jej chceme řezati.  P om áhá  n ám  buď s těn a  
nádobky , se k te rou  položíme p rep a rá t  parallelně, nebo 
plocha, s jíž povrchem  rovnoběžně budem e p re p a rá t  řezati 
a pod. K  tom u všem u t ře b a  cviku. Iv snazším u o r ien to ­
vání je s t  zařízen přístro j, k te rý  sk ládá se ze skleněné desky, 
n a  k teré  jes t  v y ry ta  řad a  rovnoběžných, blízko sebe v ed e ­
n ých  rýh . N a  desku tu to  položíme dva  skleněné úhly  
(obr. 53b.), k teré , přiloží-li se k sobě, u tv o ří  nádobku. Do 
té to  nalijem e roz tavený  para ff in  s objektem , k te rý  chceme 
řezati, a n a h řá to u  jehlou položíme jej dle rýh . Po zch lad ­
n u tí  paraff inu  a sejm utí celého špalíčku m ám e na spodině 
o tisk  rýh , a s u rč ito s tí  víme, v jakém  sm ěru k tě m to  
rý h á m  jes t  o b jek t  postaven .

P o  z tu h n u t í  paraff inu  přiřízne se ten to  do hranolu  
tak ,  ab y  kolem zalitého p rep a rá tu  zůsta la  paraffinová 
v rs tv a  v t loušťce  0-4— 1 m m . H ran o l přilepí se paraffinem  
n a  špalíček, k te rý  zapnem e do m ikro tom u; zevrubněji 
o tom  viz: Ř ezání sériových řezů z paraffinu!

B r u n k  (Múnch. Med. W ochenschrif t  1905) užívá 
k  zalévání do paraff inu  a k rychlém u hotovení paraffino- 
výcli řezů acetonu, k te rý  m á tu  v lastnost, že se v něm 
m ater iá l t a k  nesvrašťu je , jako  v  alkoholu. Malé kousky  
m ater iá lu  vloží se do acetonu v láhvi, na  jejímž dně leží 
vyžíhaná  m odrá  skalice za účelem důk ladného  odvodnění.

Zde zůstanou  kousky as 1 hodinu  ležeti, přenesou se 
p ak  do xylolu, a až n abudou  tran sp a ren tn íh o  vzhledu, 
zalévají se do paraffinu .

S i 1 s e n (Zentralbl. f. allg. P a th .  u nd  patli. A nat.) 
podává  ty to  zkušenosti po acetonu : 1. J a k o  konservaění
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tek u tin y  k rychlém u zalití do paraffinu možno použiti 
acetonu jen pro orientaci. 2. Máme-li s tudovati  detaily, 
je nu tno  před acetonem  m ateriá l fixovati m ethodam i 
jinými, nejlépe formolem. 3. V chromových solích tv rzený  
m ateriá l nu tno  dobře v ypra ti .  4. Po fixování a u tvrzení 
v  různých teku tinách  fixačních jest možno používati ace­
to n u  k zalévání, hlavně za příčinou zjednodušení práce.

Zaliti preparátů do celloídin^paraffinu.

V m nohých případech docílíme velice pěkných v ý ­
sledků, hlavně při m ateriá lu  velice tv rdém , kombinační 
m ethodou:

I. Dobře odvodněný p repará t  vložíme na několik 
hodin do směsi s te jných  dílů alkohol-xylolu.

I I .  Vysušené kousky celloidinu necháme projít toluo- 
lem, potom  se celloidin vloží do směsi toluol-alkoholové 
(celloidin nesmí se toluolem sraziti). Roztok celloidinu 
musí m íti syrupovou husto tu .

I I I .  V toluol-alk.-celloidinu rozpustí se pozvolna malé 
kousky paraffinu (možno málo nahřá t i, aby se paraffin  
rychleji rozpustil). Směs celloidinu a paraffinu m á bý ti 
při obyčejné tep lo tě  pokoje ta k  hustá, jak  paraffin. Do 
té to  směsi uloží se p repará t.

IV. a) N yní se přenese objekt s m alým  obalem té to  
tek u t in y  do paraff inu  s toluolem, potom do čistého p a ­
raffinu a zaleje se jak  u paraffinu udáno; nebo

b) vložíme objek t do malé nádobky s celloidinem a 
paraffinem, aby  se p rep ará t  přikryl; při nízké teplotě  
přidávám e pozvolna paraffin  ta k  dlouho, až nádobka 
obsahuje tém ěř čistý paraffin . Další postup zalívání jest 
s te jný  jako při obyčejném paraffinu. P rep a rá t  se řeže 
napříč postaveným  nožem.

M ethoda t a  jes t doporučena F  i e 1 d e m a M a r t i -  
n e m  pro tv rd é  p repará ty  (hmyz s chitinem  a pod.). 
Řezy lepí se hned na tek u tin u  Schállibaumovu, nebo na 
bílek; paraffin  rozpustí se chloroformem.

B u m p u s tv rd í  celloidinové bloky v chloroformu; 
potom  je naloží do oleje thym iánového. P rep a rá t  se úplně 
prosvítí, čímž dána  možnost kontrolovati směr, ve k te ­
rém  prepará t  chceme řezat i. P ři řezání těch to  p rep ará tů  
na t írá  se nůž thym iánovým  olejem. Řezy nevysychají na 
podložním skélku. Olej se odstraní ssacím papírem, nechá
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se as 15 m inu t odpařili  a přikry je  se pak ihned kanad , 
balsám em . Místo thym iánového  oleje možno použiti též  
oleje cedrového nebo směsi karbol. kyseliny, bergamoto- 
vého a cedrového oleje nebo konečně i glycerinu.

P e t e r f i  T.: Celloidin-paraffinové zalévání s ře- 
bíěkovým  olejem nebo Methyl-benzoatcelloidinem.

O bjekty  z 95% ního neb absolutního alkoholu vložíme 
do l% n íh o  řebíckového oleje, nebo do methylbenzoatcel- 
loidinového roztoku (1 g suchého celloidinu ve 100 dílech 
řebíěkového oleje,' nebo 2%  celloidinového roztoku v al- 
kohol-aetheru ve s te jných  dílech jednoho z olejů). V m ethyl- 
benz. se rychleji cclloidin rozpouští, jinak  není rozdílu. 
Zde zůstanou ta k  dlouho (dle velikosti) až se stanou úplné 
průsv itné  (24 hod. i více dnů), což jest důkazem , že jsou 
prostouplé.

Převedou se přes xylol, benzol nebo chloroform ob­
vyklým  způsobem do paraffinu. Řeže se jak  obyěejně. 
V páscích 3— 15 [i řezy se ne trha jí  a nesvrašťují.

W a s s e r m a n n  F. (Z. f. wiss. Mikroskopie 1921, 
Bd. 38).

C e l l o i d i n - p a r a f f i n o v é  z a l é v á n í  m a l ý c h  
o b  j e k  t ů .

A utor u d áv á  m ethodu  pro malé ob jek ty  (R o ta to ria ) ,  
kde celou řad u  těch to  tv o rů  zalévá najednou a ta k  k řezu 
připravuje. Malou kom ůrku  skleněnou, as 4 m m  v p rů ­
měru, na  jedné s traně  rovně přibroušenou, nahřeje, po tře  
rovnou  s tranu  paraffinem  a přitlaěí na  podložní skélko a  
ještě zveněí ji utěsní nanešeným  paraffinem. Do té to  
kom ůrky  přenese (širší pipetou) tv rzený  a v alkohol- 
ae theru  uložený m ateriál, tek u tin u  odssaje úzkou 
pipetou  (do k teré by  nevnikl m ateriá l) a to  tolik, aby  
pouze nepatrné  m nožství alkohol-aetheru  tam  zůstalo, 
naěež ihned do kom ůrky pipetou vnese as 3% ní celloidi- 
nový roztok. Celloidin nechá pomalu vypař it i  (nejlépe 
v nějaké nádobce, kde zved n u tím  víčka nechá celloidin 
pom alu vysychati) .

K dyž se celloidin as do poloviny vypařil a zhoustl, 
vloží kom ůrku do nádobky s chloroform, param i. T ěm ito  
u tv rd í  se celloidin, při ěemž rozpustí se paraffin, k terým  
byla kom ůrka upevněna. K dyž celloidin ztuhl, vloží 
celý celloidinový váleěek do paraffinu . Po z tu h n u tí  téhož 
řeže jako  paraffinový  p repará t.



IX . Hotovení řezů.

Hotovení jednotlivých řezů z celloidinu.

P rep a rá t  dobře v celloidinu zalitý , u tv rd lý  a uložený 
v  70%  lihu, přiřízneme v hranol s rovnoběžným i stěnami, 
a to  tak ,  aby  kol p rep a rá tu  zbylo něco celloidinu. Špa­
líček ta k to  p řiř íznu tý  vložíme na nějakou dobu, asi 
5 m inut, do 96% lihu, na to  jej ponořím e do aetheru , aby  se 
povrchová v rs tv a  poněkud rozpustila , hlavně na straně, 
kterou chceme připevniti  k podložce. Namočíme špalíček 
do hustšího celloidinu a rychle jej přiložíme na podložku 
(dřevěnou, nebo lépe stabilitovou). Přilepený p repará t  ne­
chám e as 10 m in u t  na vzduchu, až celloidin poněkud 
z tuhne; potom  celý p re p a rá t  na podložce vložíme do 70%  
lihu, kde jej nechám e po několik hodin. Teprve potom  
p rep ará t  zapnem e do svorky m ikro tom u. Nůž jest zasazen 
tak ,  aby  tvořil  ostrý  úhel k dlouhé ose m ikrotom u. Čím je 
nůž podélněji položen, tím  tenších řezů možno docílili. 
N ůž nesmí se stavěti napříč, to tiž  kolmo proti p repará tu .

K  řezání připrav ím e si lahvičku  s alkoholem, ve 
k terém  nam áčím e větší vlasový štětec, k terým  pak n a t í ­
rám e nůž. P ři  řezání musí b ý t  nůž vždy  dobře alkoholem 
potřený , rovněž i p rep ará t  na tírám e alkoholem; činíme 
ta k  po každém  tah u  nožem. ítezy  sejmeme s nože tý m ž  
š tě tcem  a vkládám e je do misky s alkoholem. Pracuje- 
me-li m ikrotom em  bez au tom atického  posunování p repa ­
rá tu  (na př. obyčejným  Schanzovým  m ikrotom em ), t u  
levou rukou  posunujem e ozubené kolečko o urč itý  počet 
zoubků a p ravou  nožem p repará t  seřízneme. Musíme hleděti, 
aby  byly  řezy co nejtenší (při celloidinu, jak  zkušenost učí, 
nedosáhnem e tenších  řezů než 7 /t, a to  jen tehdy , je-li 
jak  p repará t,  t a k  zalití, jakož i nůž a m ikrotom  bezvadný). 
M nohdy se stává , že se řezy při řezání zavinují a nemožno 
je později bez porušení narovnati.  V takovém  případě 
počínáme opatrně  řezati; jakm ile nůž zajel do kraje  pre­
pará tu , u stanem e a štětcem  na noži rozprostřem e a n a ­
rovnám e stočený celloidin s prepará tem . Je-li natažen ,
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jedeme nožem dále celým prepará tem . Cvikem se n a ­
učíme tu to  potřebnou proceduru lehce a jistě prováděti. 
Ř ezy se stáčí, byl-li celloidin kol p rep ará tu  příliš tv rdý ; 
proto  m nohdy prospěje, vložíme-li celý p repará t  na ho­
dinu nebo déle do silného lihu, kde celloidin poněkud 
zm ěkne. N ěkdy  jes t nu tno  nůž postav iti  kolměji, j indy 
opět šikměji, o ěemž jen  delším cvikem možno usouditi, 
neb o ť  nedá se předem  říci, jak  si m ám e poěínati.

Vady při řežích v celloidinu:
Celloidin jes t příliš tv rd ý ;  tu to  vadu  odstraním e, když 

vložíme jej do silného alkoholu.
N ěkdy  vidíme, že v lastní p repará t se neseřízne hladce, 

n ý b rž  se drtí, plocha jeho jest drsná, vazivo vys tupu je  
n a d  povrch. V ada ta to  jes t velice častá a spočívá v tom , 
že p repará t  nebyl řádně  celloidinem proniknut. B ývá to  
následek buď špatného  odvodnění (dříve než jsme p re ­
p a rá t  vložili do slabého celloidinu), nebo nedostatečně 
dlouhé doby při zalívání. Stlaěíme-li se s tran  tak o v ý  p re ­
pará t ,  vidíme, že v lastn í p rep ará t  vys tupu je  do výšky  a 
že z něho vytlaču jem e alkohol. Této  vadě nelze jinak  od­
pomoci, než p rep ará t  znovu zaliti. V tom  případě o d s tra ­
níme nejdříve ve směsi ae theru  a alkoholu celloidin, na to  
uložíme p rep ará t  do absol. lihu a počneme znovu celý 
pochod zalití. Velmi často nalezneme tu to  vadu  při řezech 
kůže, a všude tam , kde pracujem e s orgány obsahujícími 
m noho tu hého  vaziva.

N ěkdy větší d u tin y  u v n i t ř  p repará tu  nejsou celloidi­
nem vyplněny. Prostoupl-li dobře ř ídký celloidin, tu  
možno řezy zhotoviti, poněvadž řídký  celloidin usadil se 
na  stěně d u tin y  a není ani třeba , aby celá du tina  byla 
vyplněna. V adu tu  odstraním e tak ,  že nakapem e nejdříve 
směs alkoholu a ae theru  do dutiny , n a to  vkápnem e do 
té to  kapky  h u s tý  celloidin a nechám e jej zaschnout i. Ne- 
podaří-li se nám  ta k to  vadu  odstraniti,  jest nu tn o  p repará t 
znovu zaliti.

N ěkdy přes dobré zalití vidíme, že se p repará t  při 
řezání drobí, takže  nemůžeme obdržeti celý řez. To s tává  
se po něk te rých  fixacích, nej častěji po kyselině osmiěelé 
neb po chrom ových solích. V takovém  případě připravím e 
si velice ř ídký  roz tok  celloidinu, k terým  řeznou plochu 
p repará tu , po řezu osušenou, štětečkem  přejedeme, ne ­
chám e málo oschnouti a dále řežeme.



107

J in á  vada  záleží v tom , že celloidin jest příliš měkký. 
N aprav ím e ji tím , že vložíme celý p repará t  do slabšího, 
as 60%  lihu, do glycerinu nebo do chloroformu. V těch to  
teku tinách  celloidin náležitě ztvrdne, ale jen tehdy , byl-li 
úplně ěistý před upotřebením .

Celloidin, k te rý  byl po delší dobu používán k zalé­
vání p rep ará tů  nedostatečně odvodněných, a do kterého 
následkem té to  eliyby dostala  se voda, s tává  se nepo­
třebným . T akový roztok celloidinu ihned poznáme dle 
rosolovatého vzhledu. Nahneme-li láhev, neteče stejno­
měrně, nýbrž ve vločkách. Zalijeme-li p repará t  do ta k o ­
vého celloidinu, n ikdy nenabude ta k  stejnom ěrné tv rdosti  
a  zůs tává  ustavičně m ěkkým . V takovém  případě nu tno  
vyliti celou zásobu na plochou misku, celloidin necháme 
vyschnouti až do zrohovatění a znovu jej rozpustíme.

J in á  vada  celloidinu, k teré  nelze odstraniti, jest ta to :  
U kládám e-li do téhož celloidinu preparáty , které obsahují 
mnoho tukového vaziva, ex trahu je  směs ae theru  a alko­
holu v celloidinu ten to  tu k  a celloidin se kalí do mléčná. 
Upotřebíme-li toho to  celloidinu k zalití, stane sě nep rů ­
hledným, jest bělavé šedý a netvrdne. Tuku nelze z cel- 
loidinu odstran iti .

Správně u tvrzený  celloidin musí míti stejnou konsis­
tenci, jest p růsv itný  (prepará t v něm uložený musí bý ti 
dosti dobře viditelný), žlu tavé barvy. Mnohdy odpaří se 
aether-líh  z celloidinu, k te rý  máme v zásobě, a celloidin 
s tal se úplně hustým ; tu  n u tn o  jej znovu rozpustili tak , 
že přilijeme aether. Tém ěř vždy však shledáme, že po 
nalití ae theru  do celloidinu u tvoří se bílé sraženiny; to  
dokazuje, že celloidin obsahuje mnoho ae theru  a málo 
lihu. Přikapeme-li absolutní líh, rozpustí se ihned vločky 
a celloidin stane se průhledným .

Sériové řezy preparátů zalitých v celloidinu.

Sériovými řezy nazývám e soubor za sebou jdoucích 
řezů stejné t loušťky , ta k  kladené, jak  byly odebírány 
s nože m ikrotom u. Má-li bý ti serie úplná a správná, nesmí 
chyběti ni jed iný  řez, řezy nesmějí býti v pořadu p řehá ­
zené a musí býti stejně tenké. J a k  později ukážeme, jest 
to  za dnešní doby velice n u tn á  m ethoda ve všech oborech 
histologického badání, zvláště při vyšetřování embryo- 
logickém. Je s t  velice mnoho způsobů, jak  zhotoviti serie
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řezů celloidinových. Mám však za to, že bude nejlépe ze 
všech různých m ethod uvésti jen to, co po dlouhé zkuše­
nosti jest možno za nejlepší uznati.  Než přikročím  k po­
pisu, jak  hotoviti serie, připom ínám , že jest první povin ­
ností p řip rav iti  si úplně ěistá podložní skélka, máme-li 
s jis to tou  m ethodu  tu to  prováděti. N a větší serie řezů 
užíváme podložních skel v rozměru 55 X 80 mm.  V n ě ­
k terých  případech stačí ovšem skélka menšího fo rm átu .

a) Větší počet skel podložních vložíme do vody  s k y ­
selinou solnou, kde je necháme as 6 hodin. P ak  slejeme 
kyselinu, omyjeme skla čistou vodou, aby nezůstaly  ni 
stopy po kyselině. N a to  skélka ještě omyjeme alkoholem 
a čistým p látnem  osušíme. Skélka neohm atávám e prsty* 
aby na nich nezůsta la  „ m a s tn o ta 44. T ak to  osušená skélka 
pečlivě chráním e před prachem.

b) Do láhve se širokým hrdlem připravím e si roztok 
celloidinu, velice řídký, asi n a - 100 ccm směsi ae theru  a 
alkoholu dáme jeden gram celloidinu hustého. Čisté skélko 
uchopíme do levé ruky , držíme je palcem a ukazováčkem  
na h ranách  delší s trany  úplně vodorovně a polejeme p ři ­
praveným  řídkým  roztokem. K dyž se celloidin rozlil po 
celém skélku, nahnem e je k jednom u rohu a slejeme p ře ­
bytečný celloidin zpět do láhve. Skélko polité postavím e 
poněkud šikmo, podepřeme horní hranu, spodní hrana  pak  
se postaví na filtrační papír, k terý  vyssaje přebývající 
celloidin. T ak to  připravím e si větší počet skel a oschlá 
uschováme. Dlužno ovšem pam atova ti,  k te rá  s trana  cel- 
loidinem byla polita. Po oschnutí zůstane velice jem ná 
v rs tv a  celloidinu pevnč adhaesující kc sklu.

c) P řiprav ím e si větší, nepříliš hlubokou skleněnou 
misku, kterou přikryjem e jinou miskou, nebo skleněnou 
deskou. N ádoba musí bý ti  v prům ěru  aspoň d v ak rá t  ta k  
velká, jak  velké jest podložní sklo, na  které máme řezy 
nalepovati. Do té to  nádoby dáme menší skleněnou misku, 
jako podklad pro sklíčko podložní. Do velké misky nale- 
jeme na dno libovolné množství čistého aetheru, nejm éně 
tolik, aby alespoň % až 1 em vysoko v nádobě se ho 
nalézalo; menší nádobka podložní musí b ý ti  ovšem vyšší 
než niveau aetheru . N ádobu dobře víkem neb sklem při­
kryjeme, aby páry  aetherové neunikaly.

d) Dobře přip ravený  a zalitý  p repará t  zapneme do 
svorky m ikrotom u a počneme řezati; nůž potírám e 96%  
alkoholem. Seříznutou část sejmeme opatrně m alým  via-
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sovým  štětcem  s nože a položíme na  připravené podložní 
sklíčko, k teré  bylo celloidinem polito (sub b), při čemž 
n a třem e sklíčko silným alkoholem; další řez položíme 
vedle prvního a td . K dyž je první řa d a  hotova, k ladem e 
řadu  druhou v tém že směru jako  první; klademe tolik 
řad  za sebou, kolik nám  dovolí velikost krycího skélka. 
Abychom nemusili vždy zvláště rozm ěry krycího skélka 
odm ěřovati,  vystř ihnem e si obdélník tenkého  papíru  veli­
kosti krycího skélka a přilepíme jej zespoda na větší 
skleněnou desku. N a té to  desce pak  leží podložní skélko, 
k te rý m  nám  zezdola prosv ítá  obdélník udávajíc í rozlohu, 
k terou  m ůžeme řezy pokrý ti.  K dyž je podložní sklo plné, 
u rovnám e jednotlivé řezy do rovných řad, n ah n u tím  skélka 
odstran ím e p řeby tečný  alkohol a skélko s řezy uložíme 
do připravené n ádoby  s ae therem  tak ,  že položíme je 
vodorovně na podklad a přikryjem e. P á ry  aetherové v n ik ­
nou  ihned do alkoholu na  řezech, při tom  se rozpustí 
celloidin kol řezů a částečně tak é  celloidin na sklíčku, 
vy tvo ří  se jedna  v rs tv a  celloidinová, ve k teré řezy jsou 
uloženy. Ř ad y  musí zůs ta ti  pohrom adě. Jakm ile  se cel­
loidin kol řezů stal průhledným , takže  jednotlivé k o n tu ry  
celloidinového obalu se z tra tily , pozvednem e víko a skélko 
o p a trn ě  z p a r  aetherových  vyjm em e. Ponecháme-li v nich 
skélko déle, tu  rozejdou se jednotlivé řezy po skélku a 
nezachovají u rč itých  řad . Cvikem naučím e se včas vy- 
jm o u ti  p re p a rá ty  z par aetherových . Potom  ponecháme 
po k rá tkou  dobu skélko na vzduchu, aby  rozpuštěný  cel­
loidin opět poněkud ztuhl. Jakm ile  se t a k  stalo, vložíme 
skélko do 80%  lihu a řežeme seric další. Jed n o tl iv á  skélka 
poznačíme nejlépe d i a m a n t o v o u  t u ž k o u  běžnými 
číslicemi. V alkoholu zůstanou skélka libovolně dlouho. 
Zachováme-li všechna t a to  pravidla , pak  možno s řezy 
jednou  na  skélku připevněným i provést i další pochod b a r ­
vení, odvodnění a td .,  až ke konečném u uložení do k an a d ­
ského balsám u. Jedná-li  se o řezání m ateriá lu , k te rý  již 
byl předem  v celku zbarven  (viz barvení v celku!), jest 
další práce se seriemi velice snadná. Serie uložíme do 
96%  lihu, od tud  přeneseme do oleje origanského (nesmí 
se používati oleje hřebíčkového), pak  do xylolu, nakapem e 
kan ad sk ý  balsám , načež řezy přikryjem e krycím i skly. 
Chceme-li řezy barv it í  na  skle, tu  přeneseme je nejdříve 
do destilované vody  a od tud  do barv iva . Po obarvení je 
ve vodě opláchneme, pak  vložíme je do alkoholu, k te rý
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nejm éně d v ak rá te  vyměníme, pak  do oleje a přes xylol 
do balsám u. B arvení sérií provádí se právě tak , jak o  
jednotlivých řezů. (Viz barvení praeparátů!)

V ady vyskytu jíc í se při té to  m ethodě jsou ty to :

1. Celloidin kolem řezů zakalí se do bělá, když vlo­
žíme je do ae therových  par. T u to  vadu  odstraním e oby­
čejně několika kapkam i silného alkoholu, k te rý  n a k a ­
peme na  řezy.

2. ílezy se rozbíhají po skélku. Příčinou toho  jes t  
nejcastěji m nožství alkoholu na  skélku; nejlépe jest v y ­
jm out i sérii z aetheru  a štětcem, nebo ssacím papírem  
odstran iti  přebytečnou část alkoholu, a znovu uložiti je  
do ,,ae therové kom ory “ .

3. N ěkdy  celá serie řezů po vložení do vody  se zvedne 
od skélka a plave na  vodě jako  tenounká  b lanka; chyba 
spočívá v  tom , že nebylo dobře vyčištěno podložní sklo. 
V takovém  případě vezmeme nové čisté sklo, vložíme je 
opatrně  do vody pod plovoucí sérii a jednu  s tranu  skélka 
pozvedneme do výšky  z vody, při čemž současně p ř id r ­
žíme štětcem  b lanku  ke skélku. Pom alu vyzvednem e celé 
skélko, na k terém  se nalézá serie. N yní odstraním e úplně 
vodu z b lanky  celloidinové a řezů t a k , ,že nakapem e n a  
ně silný alkohol, načež vložíme opět celé skélko do ko­
mory aetherové, kde se celloidin rozpustí a řezy ke sklu 
přilnou. N ěkdy  se zvedne jeden nebo více řezů jedno tli ­
vých. Tu dlužno řezy položití opět na  jejich m ísta  a  
kapkou ae theru  nebo kapkou řídkého celloidinu opět je  
připevnit!. J e s t  samozřejmo, že nu tn o  vodu se skla i s p re ­
p a rá tů  opět alkoholem odstran iti.  Nacviěíme-li celou me- 
thodu , velice zřídka serie odplavou.

J sou  ještě  jiné m ethody, ja k  hotovit! serie řezů cel- 
loidinových, avšak všechny osta tn í m ají daleko více vad , 
než u d an á  m ethoda . T ak  je na  př. podobná m ethoda  
W eigertova; veškeré řezy kladou se nejdříve na  pap ír 
(klosetový), pak  přenesou se na  skélko podložní, odstraní 
se veškerá voda a alkohol ssacím papírem, řezy polijí se 
ř ídkým  celloidinem, k te rý  se nechá jen  málo zaschnout! 
a vloží se do 70%  lihu. T ak to  připravené serie přenesou 
se do vodných  roz toků  barviv . Při té to  m ethodě se celá 
celloidinová b lanka od skla odloučí a řezy plovou n a  
povrchu. Po zbarvení přenesou se do alkoholu a potom
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papírem  na sklo. Poté  vloží se skélko do směsi xylolu 
a k a r  b o l .  k y s e l i n y ,  do čistého xylolu, nakape se 
kanadský  balsám  a řezy se přikryjí.

Lepení celloidinových řezů na bílek.

Čisté sklo na třem e bílkem (příprava bílku k lepení 
jest udána při paraffinu str. 117) a uložíme do therm o- 
s ta tu  (asi 50° C), kde necháme bílek v teple srazit i. T a ­
kových sklíček můžeme si p řip rav iti  mnoho najednou, jen 
jest nu tno  chránit i je před prachem. J e s t  možno též bílek 
sraziti nad plamenem, jen n u tn o  dbáti, aby  se bílek ne ­
spálil, což se s tává  velice lehce. Pro to  dlužno sklo držeti 
vysoko nad  plam enem  a pozorovati, kdy se začne bílek 
vypařovati.  Po nějaké chvíli dám e sklo vychladnout i (bí­
lek jest jistě koagulován).

Při řezání sérií celloidinových klademe jeden řez podle 
druhého, při čemž na nich musí zůstati alkohol. Když. 
sklo jest řezy pokryto, položíme na ně několikanásobnou 
v rs tvu  hladkého filtračního papíru, k terý  důkladně při­
tisknem e tak , že levou rukou přidržíme papír ke sklu, 
pravou při náležitém tlaku  přejíždíme po papíru. Tím 
přitisknou se všechny řezy důkladně na  bílek a pevně 
přilnou. Nyní rychle odstraním e papír a přeneseme celé 
sklo s řezy do 80% lihu. Po náležitém cviku velice zřídka 
řezy odplavou a možno je barviti různým i m ethodam i.

R u b a s c h k i n o v a  m ethoda hotovení sériových 
řezů z celloidinu (Anat. Anz., Bd. X X X I.  907), zlepšená 
od D a n t s c h a k o f f a  (Zeitschrift f. wissenschaftL 
Mikroskopie, Bd. XXV . 908):

Dobře zalité p raepará ty  v celloidinu řeží se m ikro­
tom em  v t loušťce  7— 10 fi, namáčí se alkoholem 75% ; 
vedle m ikrotom u leží tm a v á  deska, na kterou kladou se 
objektní skélka, n a třená  bílkem. Řezy, které se na  noži 
pečlivě narovnají, přenesou se na podložní skélko. Když 
je skélko plné, u rovnají se —  nesmějí ovšem mezi řezá­
ním vyschnout i — a vysuší se několikráte přeloženým 
dobrým švédským ssacím papírem (papír nesmí pouštěti 
vláken.) Papír na řezy přiložíme a několikráte po sobě 
přejedeme přes něj rukou, dbajíce ovšem toho, abychom 
papírem při pře tírání neposunuli. Tímto pochodem při­
t isknou se řezy na bílek a alkohol se odssaje. Dříve, než
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b y  mohly řezy vyschnouti —  což poznáme dle zbělení 
p rep a rá tu  — nalijeme na ně anglický hřebíěkový olej. 
R ubaschkin  používal směsi anilinového oleje s olejem hře- 
bíěkovým. Asi po 5 m inu tách  jsou řezy prosvíceny a 
tém ěř všechen celloidin rozpuštěn. Poté vloží se skélka 
do nádoby  s absolutním  alkoholem, ve kterém  se zbytek  
celloidinu odstraní. Zůstane-li však ještě celloidin na ře ­
zech, vloží se celé skélko do směsi alkohol-aetherové, kde 
se zby tky  celloidinu jistě rozpustí. P ak  vloží se skélko 
d o  75%  alkoholu, do destilované vody, do barvy  a td ., 
aniž by řezy se skélka odplavaly. M ethodu tu to  možno 
ve většině p řípadů  s prospěchem upotřebí ti.

O 11 přilepuje řezy z celloidinu na gelatinu, k te rá  se 
formolem  stává nerozpustnou, následovně: Ve 100 g de ­
stilované vody rozpustí se 10 g gelatiny, do které dá se 
vaječný  bílek; směs t a  se sváří a filtruje. Do čistého 
f i l trá tu  přidá  se 10 cc 5% roztoku phenolu. T ak to  p ř i ­
p ravená phenol-gelatina uloží se do láhve se širokým 
hrdlem i lze ji po dlouhou dobu upotřebiti.  P řed up o tře ­
bením vyjm e se malý kousek gelatiny nožem z lahvičky 
a rozetře se na podložním skélku, takže tvoří velice jem ­
nou vrs tvu , k te rá  ihned schne. Je s t  možno přip rav iti  si 
t a k  větší počet skel do zásoby. Celloidinové řezy urovnají 
se na připravené skélko, přebývající tek u tin a  se filtračním  
papírem  vyssaje. N enarovná-li se něk terý  řez, pokape se 
znova alkoholem, srovná se a p řitisknutím  ssacího papíru  
opět se alkohol odstraní. N a ta k to  vysušené a urovnané 
řezy přiloží se pásek papíru, k te rý  byl smočen v 10% 
formolu a přitiskne se jiným  podložním skélkem. Po ně­
kolika v teřinách jsou řezy úplně přilepeny a jest možno 
je přenésti do různých teku tin . Pro úplnou jis to tu  přile­
pení dají se řezy do nádobky s 10% formolem, kde po ­
nechají se as 1 hodinu i déle. Celloidin možno později 
aether-alkoholem úplně odstraniti. Je-li v rs tva  gelatiny 
jen  nepatrná , pak  n ik terak  neruší při jakémkoliv barvení.

Příprava k řezání z paraffinu.

Dobře zalitý  objekt v  paraffinu musí v rstvou tohoto  
prosvítati, paraffin  nesmí bý ti m ouěnatě bílý, což se 
stává, jak  již dříve uvedeno, buď tím, že v paraffinu zůstal 
benzol, xylol neb chloroform, v  němž byl p repará t  pro- 
jasněn, nebo tím , že bylo užito  k zalití chladnoucího
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paraff inu . J e s t  dobře před  zalitím  paraffin  raději poněkud  
p řeh řá tí .

P o  řá d n ém  z tu h n u t í  p re p a rá tu  ořežeme veške rý  p ře ­
b y teč n ý  paraffin , a to  to lik , ab y  paraffin  objím al ob jek t 
v  t loušťce  as y2— 1 m m . P a ra ff in  přiříznem e do fo rm y 
špalíčku  o poněkud širší basi.

T ak  p řip rav en ý  para ff in o v ý  hranol přilepím e na s t a ­
bilit nebo  na  špalíček d řevěný  nebo kovový  —  dle rů z ­
ných  m ik ro to m ů  —  a to  ta k ,  že špalíček p ara ff in u  ucho ­
píme do pincety , o h řá tou  lžičkou (lopatičkou) pře jedem e 
jeho  spodní plochu a p řit isknem e na podložku (dřevo, 
s tab il i t  a td .) ,  na  k terou  jsm e dříve nakapali t ro ch u  p a ­
ra ffinu  a rovněž p ře je tím  horké lopa tičky  rozpustili. P a ra f ­
f in o v ý  špalíček ihned  k podložce přilne. A by lépe z tuhl, 
ponořím e podložku s p rep a rá tem  do studené vody.

P o  z tu h n u t í  přiřeže se p araff in  kolem p re p a rá tu  tak ,  
ab y  b y ly  s t ra n y  hranolu  úplně rovnoběžné, ke k te rém u ž  
účelu jsou při m ikro tom ech  zařízeny zv láštn í přís tro je; 
možno p řiřezáva ti  přím o n a  m ikro tom u, jako  u sys tém u  
R ocking-R eichert, nebo n a  zvláštn ím  přístro ji ,  kde se 
para ff in  přiřezává  širším nožem dle dvou vedoucích v á ­
lečků. Podložka s ob jek tem  nasedá na  te n k ý  váleček, 
k te rý  se vsune do rourky , vedené kolmo k cen tru  v ě tš í  
k u la té  destičky, na  k teré  jest poznačeno rozdělení a  k terou  
m ožno kolem osy otáčeti. Š roubem  upevn í se podložka. 
P re p a rá t  posunujem e šroubem  dopředu  a n az p ě t  ke dvěm a 
parale ln ím  kolm ým  válečkům , ke k te rý m  p řik ládám e nůž 
a p a ra ff in  podle nich seřezávám e. Činíme t a k  pom alu  až 
do žádané vzdálenosti, k d y  paraff inem  prosv ítá  p rep ará t.  
N yní, aniž bychom  p re p ará te m  pohnuli, o točíme deštičku  
o 90° a p řiřezávám e opět. T ak  pokraču jem e n a  všech 
č ty řech  s tranách . T ím to  s tro jkem  obdržím e p řesn ý  hranol, 
což jes t  velice důležité  při řezání sériových řezů, j a k  níže 
uvád ím e.

M ateriá l v paraff inu  za l i tý  řežeme tak ,  že nůž u p ev ­
ním e n a  m ikro tom u ve sm ěru  příčném, na  rozdíl od řezání 
v  celloidinu, kde nůž řeže celou svou délkou. U p araff inu  
pouze jedn ím  m ístem  se p araff in  prosekává. U vě tš iny  
m ikro tom ů, zařízených p ro  paraffinové řezy, m á nůž 
stá lou  polohu, tak že  nem ůže b ý ti  ani j in ak  postaven . 
Reže se za sucha. Podložku s p rep a rá te m  p řipevn ím e na 
m ik ro to m u  tak ,  ab y  ostří nože stálo  úp lně  para le lně  
s h ran o u  přiř íznu tého  paraff inu . P ři  seříznutí řez zůstane

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 8
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lehounce na  noži lp č t i ; při seříznutí druhého řezu pozoru­
jeme, že se prvn í řez posunul vpřed  a že slepily se hrany  
obou řezů, což se při dalším řezání opakuje. Shledáme, 
že možno jehlou nadzvednouti od nože celou pásku k sobě 
lnoucích řezů. P ři některých  m ikrotom ech jest zařízení 
pro řezy takové, že se k noži připevní pásek z lá tk y  zhoto ­
vený, k te rý  spočívá na  dvou otáčejících se válečcích (obr. 
55.). P ři  řezání prodlužuje se pásek řezů, k te rý  s nože 
přejde až na  pás pod nožem tím  způsobem, že pozvolna 
pásem otáčíme, při čemž řezy neustále se posunují.

P araffinové pásky  řežou se jen tehdy , není-li zalitý 
m ateriá l příliš tv rd ý ;  rovněž ta k  paraffin  nesmí býti příliš 
tv rd ý .  V to m to  p řípadě řezy se k sobě nelepí.

Jedná-li  se o to , aby  m ateriá l řezal se v  páscích, jest 
radno  plochu paraffinu  k noži obrácenou po přiříznutí

Obr. 55.

po táhnouti silně ohřá tým  paraffinem, tajícím  při nízké 
tem pera tu ře . Tohoto paraffinu  ponecháme jen docela 
tenkou  v rs tv u  na  preparáte . P ři řezání pak  lnou řezy 
velice dobře k sobě.

Velké kousky m ateriá lu  dají se ta k též  v  paraffinu 
řezati, přihlížíme-li k  tom u, v jakém  směru zapnouti nůž, 
zda příčně neb podélně, jako  pro celloidin. Jde-li 
o m ateriál, k te rý  neobsahuje mnoho tuhého  vaziva po 
případě ch rupavky  a td .,  tud íž  m ateriá l měkký, tu  možno 
řezati nožem příčným. J in ak  však  jest radno  velké kousky 
v  paraffinu  zalité řezati nožem podélně postaveným , ne­
ní-li ovšem m ikrotom  již předem zařízen pro velké řezy 
(na př. celým mozkem).

Vady, k teré  se u řezání v  paraffinu  vyskytu jí,  jsou 
velice různé. Ř ezy se někdy úplně svinou a je tudíž 
nemožno dosta ti  rovných  řezů. Příčina leží většinou 
v tv rd ém  paraffinu ; je-li v m ístnosti, kde se paraffin
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řeže, chladno, s táv á  se paraff in  tv rd š ím  a řezy se zavi­
nují. Odpomoc záleží ve zvýšení vůkoln í tem p era tu ry ,  ab y  
para ff in  se poněkud  ohřál a byl měkčí.

Ř ezy  se svrašťu jí ,  slepují dohrom ady  a přilnou k noži, 
tak že  nem ožno jich s nože sejm outi. P říč ina  záleží v  tom , 
že paraffin  jest příliš m ěkký, takže  ta je  při nízkém stupni, 
nebo že vůkoln í te m p e ra tu ra  jes t příliš vysoká. S táv á  se 
velice často  v  tep lých  letních dnech, že vůbec nem ožno 
v  p ara ff in u  řezati .

Ř ezy  jdou  velice pěkně v  pásku  za sebou, jsou však  
po délce přeřezány; m nohdy  v ykazu jí  více rý h  vedle sebe 
položených. To s táv á  se jed n a k  teh d y , když nůž n en í 
n ap ro s to  cistě vybroušen , když m á  t .  zv. jehlu. Velice 
často leží příčina „ š k ra b á n í44 řezů v  tom , že na  noži —  
h lavně na  jeho spodní ploše —  zů stáv a jí  velice n ep a trn é  
částečky paraff inu  z k ra je  p re p a rá tu  odloupaného, k teré  
v  to m  okam žiku, kdy  sjíždí ostří nože po p repará tu , t e n to  
poškozují. P ro to  jes t  nu tn o ,  abychom  v ždy  po nějakém  
počtu  řezů ostří nože očistili, vždy  však  očistili, jakm ile  
se počne p rvn í řez pře řezávati .  N ůž očistí se ovšem n a  
m ikro tom u, aniž bychom  něčím pohnuli tak ,  že čistou 
jem nou  lá tk o u  pře jedem e nůž od h řb e tu  k ostří.

P ř i  řezání drobí se paraffin , jež to  nesouvisí s p rep a ­
rá tem ; příčinou toho  b ý v á  špa tné  zalití. V paraff inu  zůstal 
benzol nebo j in á  lá tk a , ve k teré  by l p re p a rá t  prosvětlo- 
ván , nebo bylo použito  chladnoucího paraffinu . V ta k o ­
vém  případě  jes t  nejlépe zaliti p ra e p a rá t  znovu do čistého 
p araff inu .

R ůzné jiné vady , v y sky tu jíc í  se při řezání, naučím e 
se cvikem  rychle rozpoznáva ti  a je odstran iti .  Velice často 
není možno docíliti dobrých  řezů, a jen m alé zvýšení 
vůkoln í tep lo ty , jako  rozsvícení lam py  poblíž m ikro tom u, 
stačí, že docílíme velice pěkných  řezů nebo celých pásků . 
T otéž se j in d y  opaku je  snížením tep lo ty , n a  př. zavede­
ním  jen  zcela n ep a trn éh o  p rů v an u .

Para ffinové  zalévání hodí se v  p rvn í řadě  pro m a ­
te r iá l  em bryologický, dále pro  tk án ě , k teré  jsou stejné 
konsistence, jako : já t ra ,  plíce, různé žlázy a td .  Obtížné 
jes t  zalití a řezání kůže v  paraffinu . C hrupavka , odváp- 
nčná  kost a podobné, vy luču jí tém ěř  m ožnost dobrého 
výs ledku  při té to  m ethodě.

8*
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Lepení paraffinových řezů na skélko podložní.

Mnoho p rep ará tů ,  k teré  se podrobují histologickém u 
vyše třen í v  ten k ý ch  řežích, je t a k  z tk a n iv a  složeno, že 
jedno tlivé  e lem enty  jen  n ep a trn ě  vespolek souvisí, a řez 
tak o v ý  rozpadne se v  malé kousky . Za t ím  účelem jest 
nu tn o , jak  již při za lívání p re p a rá tu  uvedeno, ta k o v ý  
m ater iá l  nech a t p ros toup ili  jinou látkou , k te rá  elem enty 
pohrom adě drží, ale jen  na  t a k  dlouhou dobu, dokud  
lá tk a  t a  v  řezu se nalézá, jako  n a  př. paraffinem . N e ­
možno v šak  paraff in  při vyše třován í v  p repará tů  pone- 
eha ti;  odstran í se xylolem, te rp en tin o v ý m  olejem a pod. 
Řez tak o v ý  by  se však  ihned  rozpadl. Tomu hledí se od ­
pomoci tak ,  že řez přilepí se n a  podložní skélko již teh d y , 
k d y  jes t ješ tě  paraffinem  pohrom adě držán. J e s t  m noho 
různých  m etliod, ja k  to  učiniti. Dlužno v šak  b rá ti  zřetel 
k  tom u, zda jde o m ateriá l,  k te rý  by l v  celku p robarven , 
nebo o m ateriá l,  kde dlužno b arv it í  tep rv e  řezy.

a) N a l e p o v á n í  p a r a f f i n o v ý c h  ř e z ů  
j i ž  p ř e d e m  o b a r v e n ý c h .

V to m to  p řípadě  jes t celý postup  nalepování dosti 
jednoduchý . M ethoda S c h á l l i b a u m o v a  (Arch. f. 
m ikroskop. A nat.,  Bd. X X I I .  1883). P ř ip rav ím e  si směs
1 dílu kollodia, 3— 4 dílů čistého řebíěkového oleje. V lah ­
vičce směs d ůk ladně  p ro třcpem e a nechám e u s tá ti .  Š tě ­
tečkem  neb skleněnou tyč inkou  nanesem e m alou k ap k u  
směsi na  skélko a rozetřem e ji nejlépe č is tým  prs tem  po 
jeho  ploše. R ovné (ne stočené) paraffinové řezy kladem e 
n a  to to  skélko. A by se řezy úplně  narovnaly , položíme 
sklo podložní na skleněnou desku, ležící nad  vodní lázní, 
k te rá  jes t asi n a  40° C ohřá tá .  Teplem rozehřeje se p a ­
raffin , řezy  se poněkud v y ro v n áv a jí  a zároveň odpaří se 
řeb íčkový olej. Možno tak é  řezy před ohříváním  m írným  
t lak em  ke sklu přitlač iti .  Ř ezy t a k to  nalepené zbavím e 
p ara ff in u  tak ,  že vložíme je do xylolu nebo te rpen tino - 
vého oleje, aniž bychom  se obávali, že se rozpadnou, a 
p řik ry jem e je kanadskou  pryskyřic í.

T en to  způsob jes t  velice dobrý  a výhodný .

S t r a s s e r  (Zeitschrift  f. wissenschaftl. Mikroskop. 
Bd. IV. 1887) u d áv á  podobnou směs, a to :  2 díly kollodia,
2 díly ae th e ru  a 3 díly ricinového oleje. P ráce  jes t táž , 
jako  u m e th o d y  Schállibaum ovy.
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G i e s b r e c h t .  M eihoda jeho spočívá v  tom , že 
lepíme řezy roztokem  šelaku. 5 g bílého šelaku (nebo 
žlutého) rozpustí se v  50 g absolutního lihu; roztok  se 
filtruje. Š tětečkem  nebo silnější skleněnou tyčinkou p ře tře  
se celé podložní sklíčko. Uschlá v rs tv a  šelaku n a tře  se 
kreosotem. Ř ezy paraffinové kladou se na sklo a pone­
chají se as 20 m in u t  na  vodní lázni t a k  teplé, *se p a ­
raffin  rozpustí. Po ochlazení rozpustí se a oďstraní se 
paraffin  v te rpen tinovém  oleji (nesmí se užíti ani xylolu 
ani chloroformu, poněvadž by se šelak rozpustil). P re ­
p a rá t  přikry jem e kanadským  balsámem, k te rý  je ta k též  
rozpuštěn  jen v te rpen tinovém  oleji. Také jest možno 
řezy opatrně  přit lač it i  na  skélko (šelakem a kreosotem 
potřené) a uložiti je as n a  y2 m in u ty  do p ar  ae therových  
nebo chloroformových, kde šelak se poněkud rozpustí a 
řezy pevněji přilnou.

G u m o v ý  r o z t o k  d l e  F  r  e n  z 1 a. Iv syru- 
pově husté a čisté arabské gum ě přidá  se málo chrom o­
vého kamence, něco glycerinu a alkoholu. Skélko se n a tře  
to u to  směsí a na  ně k ladou se řezy suché, nebo v teplé  
vodě natažené. Sklíčko s řezy nechám e as 20 m in u t  na  
m ístě teplém  30— 45° C; řezy přischnou. gum a s k am en ­
cem se již nerozpustí. T ak to  přilepené řezy jes t možno 
barv it í  i ve vodových  barv ách  mimo fuchsin a safranin, 
nebo ť se jimi barv í i podklad  gum my.

Ješ tě  jest více m ethod, jako: gela tina-chrom ový k a ­
menec, g u ttap e rch a  a j., jsou však  všechny dosti obtížné 
a nedávají tak o v ý ch  výsledků, jako p rávě udané.

b) L e p e n í  ř e z ů  n e b a r v e n ý c h .
Velice dobrá  m ethoda, k te rá  se dá up o třeb it i  na  řezy 

již předem barvené, h lavně však  na  takové , k teré  se 
tep rv e  po přilepení m ají barv ití ,  jest m ethoda  lepení n a  
bílek.

P. M a y e r ( In te rn á t .  M onatschr. f. A na t.  Phys., 
IV. 1887).

Z několika vaječných  bílků ušlehám e sníh, k te rý  
nechám e nějakou dobu stá ti .  Po ustán í slejeme a smísíme 
asi 50 g to h o to  bílku s 50 g glycerinu, k to m u  přidám e 
trochu  na tr iu m  salicylatu  ve vodě rozpuštěného (jen do­
cela málo, ab y  se ne tvořila  plíseň). Směs n u tn o  přefiltro- 
va ti ,  což vyžadu je  delší doby. Bílku možno po několik 
měsíců používati.  L e e  p ř idá  n a tr .  salicyl. k bílku n a  
sníh ušlehaném u a zfiltrovaném u a poté glycerin.
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N a vyčištěném  podložním skclku rozetřem e důkladně 
velice m alou kapku  bílku nejlépe prstem ; můžeme do­
konce bílek roz tíra ti  nejdříve prvním , pak  d ruhým  a 
ještě  i t ře t ím  čistým  prstem , tak že  se zdá, že není již 
bílku na  skle. J e s t  nu tno , aby  byla v rs tv ička  jeho velice 
n ep a trn á ,  poněvadž by  se později zbarvila a rušila dojem 
p repará tů . Řezy paraffinové klademe jeden  podle d ru ­
hého; je*li ob jek t dobře zalit a vše dobře zřízeno, řežou 
se celé pásky  paraffinové, k teré  při sobě drží, a přeneseme 
pak  n a  sklo celý pásek. K dyž je sklo plné (tolik, co po­
kry jem e skélkem krycím), nakapem e štětcem  na sklo 
vedle řezů destilovanou vodu; t a to  v táh n e  se pod řezy, 
které, jsou-li vhodně tenké, počnou se již nyní n a ta h o v a ti  
a n aro v n áv a t  i. Vodu možno též dříve štětcem  na skélko 
n a tř í t i  a tep rv e  pak  klásti na  ni řezy. J e s t  úplně lhostejné, 
jak  vodu p řidávám e pod řezy; činíme tak ,  jak  jsme n a ­
vykli. Vody musí b ý ti  sdos ta tek  a při tom  hledíme, by  
se řezy nerozptýlily  po celém skélku; není-li možno řezy 
s tav it i  k sobě, nahnem e pozvolna skélka na jednu  stranu , 
aby  voda odtekla, a p ak  možno řezy k sobě jak  náleží 
jehlou seřaditi.  Po tom  položíme skélko opět do roviny 
vodorovné a vložíme je do th e rm o sta tu ,  nebo na teplou 
lázeň asi 45— 50° C. Ř ezy se úplně narovnají,  voda po ­
m alu vysychá. Ř ezy  ta k to  přilepené jest n u tn o  po ně ­
kolik hodin vysoušeti, nejlépe přes noc. K dyž veškeré 
řezy jsou úplně pevně přilepeny, odstraním e paraffin  
v  xylolu, te rp e n tin u  nebo chloroformu. N ebarvená serie 
přenese se, ab y  odstranil se xylol, do alkoholu, k terý  se 
d v ak rá te  vym ění; p ak  možno uložiti řezy do vody  a do 
barvy , aniž bychom  se musili obávati,  že řezy odpadnou. 
T ak to  přilepené řezy možno barv it  i i odbarvovati všemi 
m ethodam i. Způsob ten to  možno co nejlépe doporučit i 
na  řezy jednotlivé  i celé serie.

G a u k  : N a  dobře očištěné skélko dám e několik
kapek  30%  lihu, k te rý  se musí s tejnom ěrně po skélku 
rozprostříti; na  ta k to  připravené podložní skélko klademe 
paraffinové řezy. K dyž m ám e u rč itý  počet řezů na skle, 
nechám e te k u t in u  pozvolna při nízké tep lo tě  odpařiti. Za 
24 hodiny řezy úplně adhaeru jí ke sklu a možno provésti 
na  nich veškeré barvení i odbarvování, aniž se řezy od 
skla odloučí.

R a b i  nalepuje  m ethodou Schállibaum ovou a tv rd í,  
že možno po přilepení kollodiem v řebíčkovém oleji veš­
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keré pochody s řezy podniknouti,  aniž řezy odplavou. 
J e s t  však  n u tn o  použiti řebíčkového oleje úplně čerstvého, 
k te rý  nesmí n a  světle s tá t i ,  a lepidlo m usí se v žd y  čerstvě 
p ř ip rav ili ,  j in ak  řezy nedrží. Dle v las tn í zkušenosti a dle 
udán í M ayerova a j. není m eth o d a  t a  spolehlivou.

R y c h l á  m e t h o d a  b í l k o v á .  N ěkdy  jes t 
dlužno přilepit i jen  jedno tlivé  řezy. Tu počínám e si tak ,  
že paraff inový  řez, k te rý  nesmí b ý t i  stočený, n ýbrž  rovný, 
položíme na  sklo na třen é  velice slabě bílkem a  p ř i t la ­
číme jej č is tým  prstem  důk ladně  ke sklu za sucha, aniž 
jej položíme na vodu. Sklíčko s řezem nahřejem e, až se 
paraff in  rozpustí (při tom  koaguluje bílek, s tá v á  se ne ­
rozpustným ), vložíme p ak  p rep a rá t  do xylolu, dále do 
alkoholu, k te rý  se vym ční, pak  do vody  a  barv iva , po tom  
se odbarvu je , ve vodč opláchne, v  alkoholu odvodní a 
p ak  se přenese do xylolu a p řik ry je  balsám em.

M i c h a e l i s  (P flúger’s Archiv XCV II. 1903) udává 
tu to  m ethodu  pro lepení jedno tlivých  paraff inových  řezů:

Řez p araff inový  položí se do m isky s vodou, k te rá  
jest as na  45° C oh řá tá ;  když se úplně narovná, vloží se 
podložní skélko pod te n to  řez a s ním  z vody  se vy táh n e .  
Voda, k te rá  n a  skélku zbyla, odstran í se ssacím papírem . 
P a k  vezme se proužek hladkého psacího pap íru  a přitlačí 
pevně na  řez, k te rý  se od skélka zvedne a přilepí n a  papír. 
P řesahujíc í p ap ír  kolem řezu se odstřihne, načež řez 
i s papírem  přit iskne  se na  podložní skélko bílkem  a g ly ­
cerinem jem ně na třené . Bílek musí však  bý ti  ohřá tím  
skélka n ad  plam enem  sražen. Přenese-li se nyn í sklo 
i s papírem  do xylolu, odpadne  pap ír  a úplně ro v n ý  řez 
drží na skle; p ak  možno p rep a rá t  přenést i do alkoholu, 
vody  a do barvy .

Při lepení řezů na  bílek jes t  dlužno d b á t  i toho, aby  
ani voda  ani barviva , k terých  používáme, neobsahovaly  
alkalií. Alkalické roz toky  rozpouště jí bílek a řezy by 
ihned odplavaly ; je tud íž  n u tn o  používati reagencií a 
barev buď  čistě neu trá ln ích  nebo kyselých.

J in ý  způsob, jak  m ožno v paraff inu  zhotovené řezy 
lehce n a ro v n a ti  a na  podložní skélka nalepovati,  je  ten to :

Dříve než počneme řezati, připrav ím e si destilovanou 
vodu  oh řá to u  na  nižší s tupeň  tep lo ty  než je bod tá n í  
paraff inu  (as 42— 45° C), k te rou  nalejem e na m isku (nej­
lépe Petri-lio miska).
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Obr. 56.

Řez sejmeme s nože a opatrně jej přeneseme jehlou 
na ohřá tou  vodu, kde se ihned narovná, byl-li stočen, 
eventuelně napom áhám e jehlou řez roztáěeti. Ďlužno dbáti 
toho, aby řezná plocha, k terou  poznáme dle lesku, byla 
položena na  vodu. Stáčejí-li se řezy, tu  nu tno  přiložiti

jehlu opatrně  k řezu 
v té  chvíli, kdy  nůž 
počne p repará t řezati, 
při čemž nesmíme při- 
tlačiti jehlou řez pev­
ně knoži, nýbrž jehla 
musí b y ti  volně nad  
nožem držena v  leh­
kém doteku  k p repa­
rá tu ;  ta k to  se nejlépe 

zamezí stáěení řezů. Dlužno dáti pozor, aby  ostří nože 
nebylo jehlou poškozeno, což se velice často stává, než 
nabude se zručnosti v  té  práci.

Iv to m u  účelu jsou pořízeny různě stavěné „n a tah o -  
v aěe“ řezů. (Obr. 56.)

Když m ám e již dos ta tečný  počet řezů na  vodě n a ta ­
žených, počkáme, až voda vychladne, a čistou 
lopatičkou přenášíme řezy na  podložní sklo, které 
bylo bílkem natřeno, to to  pak  uložíme do ther- 
m o s ta tu  na ta k  dlouho, až 
voda vyschla. Zkušenost 
učí, že jest nejlépe řezy po- 
nechati úplně po 24 hodin 
v sušárně, k te rá  jest nej- 

. výše na  50° C vyhřá tá .
T ak to  přilepené řezy sne­
sou bez porušení celou další 
manipulaci — odstranění 
paraffinu  v xylolu, dále 
přenesení přes alkohol do 
vody a barvy , napo tom  
přenesení přes alkohol do 
xylolu a p řik ry tí  pryskyřicí.

Jde-li  o sériové řezy 
celých em bryí, kde serie 
č ítá  velký počet skel, tu  
zjednodušíme sobě velice
práci s odstraněním paraf- o b r .  57.
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finu, přenášením  do alkoholu vody a barvy, pak  opět po 
obarvení přenášením do vody, alkoholu a xylolu t ím  zp ů ­
sobem, že používáme d rá těných  ,,košíčků44, do kterých 
vkládám e serie skel za sebou jdoucích, a celou manipulaci 
provádím e s více (obyčejně 10) skélky najednou. (Obr. 57.)

Vady, vyskytující se při hotovení sériových řezů 
z paraffinu.

Přenesou-li se serie ze xylolu do alkoholu a po tom  
do vody, povstává bílá sraženina na skle, což poukazuje 
na to, že v posledním xylolu nalézá se již mnoho rozpuště ­
ného paraffinu nebo v alkoholu mnoho xylolu, k terý  dává 
tak též  ve vodě sraženinu. Vadu tu to  odstraním e vložením 
celé serie ještě jednou do ěistého alkoholu a pak  tep rve  
do vody.

N ěkdy se stává, že částky  řezu odplavou buď  již 
v xylolu nebo v alkoholu. V takovém  případě nebyl řez 
dostatečně přilepen k bílku. To stává se tehdy , když po 
uložení serie do th e rm o sta tu  zůstaly pod řezem bublinky 
vzduchu, takže na  těch m ístech nepřilnul řez na bílek. 
Této vadě nelze později n ijak  odpomoci. Musíme dbáti 
toho, by  bublinky vzduchové pod řezy nezůstávaly.

S tá v á  se často, že řez na místě, kde byla vzduchová 
bublinka, není n ik terak  poškozen, avšak při barvení n a ­
jdeme, že ono místečko se m nohem  intensivněji zbarvilo, 
než osta tn í řez. Děje se to  tím , že v těch  místech tk á ň  
více bo b tn á  a přijím á více barv iva . Místa taková, víme-li 
o té to  vadě, při s tud iu  n ik te rak  nevadí, kazí snad jen 
celkový dojem.

V něk te rých  případech se stává, že řezy vůbec nedrží 
a přijdou-li serie do vody nebo barvy, tu  odplavou. V tom  
případě dlužno pomýšlet i na  to, že buď skla nebyla řádně 
vyčištěna, nebo reagcncie, k terých  bylo použito, po pří­
padě barv iva , byla alkalická, a tím  rozpuštěn byl bílek. 
Podložní skla, kterých se používá k lepení řezů bílkem, 
nu tno  ěistíti kyselinami. Hodláme-li oěistiti sklíčka, k terá  
byla bílkem natřena , tu  n u tn o  je nejdříve om ýti v sodě, 
k terá  bílek rozpouští, potom  v okyselené vodě a nakonec 
v alkoholu.

Sériové řezy, k teré  nelpí dobře na  skle a lehce od­
plavou, možno zachránili t ím  způsobem, že převede se 
serie paraffinová do slabého celloidinu. Jakm ile  se od­
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s traní z řezů paraffin  — v té  době řezy tém ěř nikdy, 
b y ť  byly  i slabě držány, neodplavou —  ponoříme sklo se 
sérií řezů do velice slabého roztoku celloidinu v alkohol- 
ae theru . Po vynětí držíme malou chvilku sérii na vzduchu, 
až odkape přebytečný  celloidin, načež vložíme skélko do 
slabého alkoholu, pak  do vody; t ím to  způsobem zachrání 
se jistě celé serie. Při barvení se ovšem stává, že některá  
barv iva  obarví i celloidin.



IX. Barvení preparátů.

Zkoumáme-li živý m ateriá l nezbařvený nebo nezbar- 
vené řezy m ateriálu  fixovaného, narážíme na velké obtíže 
při rozeznávání jednotlivých elementů. Až do let pade ­
sá tých  předešlého století dělo se histologické vyšetřování 
jen na nebarveném m ateriálu . Teprve G e r  1 a c h n aho ­
dile obdržel prepará t mozku zbarvený karmínem. Zkou­
m aje to tiž  tk á ň  mozkovou, odkládal nepodařené řezy 
z volné ruky  hotovené do nádobky s vodou, ve které 
nahodile byla zrnka karmínová, k terým i se voda zbarvila. 
D ruhého dne shledal, že řezy v  nádobce uložené se zba r­
vily. Prohlížel řezy a shledal, že buňky  gangliové se čer­
veně zbarvily, při čemž intensivněji byla zbarvena jejich 
jád ra . T ak to  vznikl počátek barvení řezů, a tím  nová 
epocha histologického vyšetřování. R. 1858 uveřejnil již 
Gerlach: „Mikroskopische S tudien aus dem Gebiete der 
menschlichen Morphologie“ na základě p repará tů  barve­
ných karmínem. V té  době jiného barv iva  kromě karmínu 
se neužívalo. Různou fixací a různou přípravou prepará tů  
nas ta la  po třeba vyrobiti různě kom binovaná barv iva  kar- 
m inová; ta k  byl karmín dle Freye, Bcala, Thiersche a j. 
R oku 1865 objevil se haem atoxylin  kamencový dle údaje 
Boehmerova. Od té doby vznikly jednak  různé kombinace 
znám ých barev, jednak  vynalézány byly barvy  nové. 
N ová epocha v  barvení histologických p repará tů  vznikla 
vynalezením barev dehtových —  anilinových. R  a n v  i e r 
ve své histologii (1875) uvádí již některá  barv iva dehtová 
(fuchsin, chinolinovou modř, anilinovou modř), avšak te h ­
dejší m ethoda barvení neodpovídá dnešnímu barvení b a r ­
vam i anilinovými, jak  později uvedeme. Princip m ethody 
barvení dehtovým i barv ivý  udal v r. 1875 H e r m a n n ;  
v jednotlivostech tu to  m ethodu propracoval teprve F  1 e m- 
m  i n g  v r. 1881. Od té to  doby úžasně vzrostla l i te ra tu ra  
o barvení p reparátů ; sledujeme-li však to to  moderní ,,bar- 
v ič k o v á n ť6, vidíme, že právě tak , jako vznikají z ne ­
správné m ethody fixace nesprávné dedukce o tkanivech, 
zavádí také  barvení, není-li dosta tek  vlastn í kritiky, n  a
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s c#e s t  í. Vyskytly  se varovné hlasy (Nissel a j.) před 
ukvapeným i dedukcemi, a jest nu tno, aby  také  na poli 
barvení ještě velice mnoho a cistě vědecky se badalo.

Dosud není rozřešena otázka, jde-li při barvení, t. j. 
při vázání se barev k elementům, o pochod chemický ěi 
fysikální. Jsou  dva tábory  badate lů : E  h  r  1 i c h, M a y e r ,  
B e n d a  a j .  jsou toho mínění, že jde o pochod chemický, 
napro ti tom u G i e r  k  e, R  a w i t  z a zvláště F i s c h e r  
snaží se dokázati, že je to  projev fysikální.

Zajímavým, možno říci psychickým projevem jest 
snaha každého začátečníka při histologické práci p repará t 
co možná nej pestřeji zbarviti. — Pracuj e-li déle, tu  do­
chází k tom u přesvědčení, že čím jednodušší m ethoda, 
tím  je lepší, a uvědomí si, že barvením  chceme jen snad ­
něji elem enty differencovati.

Při histologickém barvení rozeznáváme barvení d i f- 
f u s n í  a e l e k t i v n í .  Prvního  užijeme jen v  neěet- 
ných případech, hlavně tehdy , jde-li na  př. o to, aby  d u ­
t in y  v určitém  orgánu lépe vynikly. P ři barvení e 1 e k- 
t i v n í ni jen určité elementy barvivo přijmou, ostatn í 
tk áň  však  zůstává téměř, nebo úplně nezbarvenou; na př. 
barvím e pouze jád ra  buněčná, nebo jen plasma buněk. 
Dále rozeznáváme barvení s p e c i f i c k é  nebo h i s t o ­
l o g i c k é ,  kdy  jen určité elementy se zbarví, vše ostatn í 
jest bezbarvé; na př. specifické zbarvení vláken nervo­
vých  po zlatě a j.

B arvení p r o g r e s s i  v n í  nebo-li p ř í m é  a b a r ­
vení r e g r e s s i v n í ,  n e p ř í m é .  V prvém případě 
barví se za urč itou dobu, na  př. jád ra ; ponecliáme-li p re ­
pará t  déle v barvivu, zbarví se též jiné elementy. Barvení 
r e g r e s s i v n í  vyžaduje d i f f u s n í h o  z b a r v e n í  
celého p repará tu  a teprve  potom  vylučujeme odbarvová- 
ním prepará tu  přebytečnou barvu, k te rá  váže se jen n a  
určité elementy; děje se ta k  na př. u většiny  barev d eh to ­
vých.

M ethody barvení rozdělujeme ještě na barvení s u b ­
s t a n t i v  n í (samostatné) a a d j e k t i v n í  (p ř ida t - 
né). V prvém  případě stačí, vložíme-li p rep ará ty  do b a r ­
v iva  a barvíme-li beze všeeh jiných  příprav; u druhé 
m ethody jest zapotřebí p repará t  dříve připrav iti  u rč itou  
látkou, t .  zv. mořidlem, aby  barvu  přijal.

Po stránce prak tické rozeznávám e barvení v c e l k u  
(v kuse) a barvení ř e z ů .  Dále jest možné t. zv. b a r ­
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vení dvojité , použijeme-li jed n ak  barev  elektivně b a rv í ­
cích jád ra  a jiné barvy , k te rá  váže se jen  11a plasm a 
buněčné. Jakési dvojité  barvení je též tam , kde n as táv á  
t .  zv. m e t a c h r o m a s i e ;  při použití jedné barv y  
urč ité  elem enty  zbarví se na  př. modře, jiné zbarv í se 
tou též  barvou  červeně.

N a l i te ra tu ru  histologiekého barvení není nám  možno 
zacházeti; uvádím e jen tolik, že barvení p rep ará tů  m ikro ­
skopických povstávalo  jednak  nahodile, zkusmo, bez p řed ­
pokladů vědecky doložených, anebo bylo adap továno  
z technického prům yslu  barvířského, kde barv í se určité 
lá tky , jako  vlna, bavlna, hedvábí a kůže; z toho to  b a r ­
v ířstv í bylo h lavně adap továno  barvení ad jek tivn í t .  zv. 
m ořidly. P ro  histologa je nejdůležitějším  to, že jsou v y ­
p racovány  m ethody  různého barvení; jak  a odkud po ­
vstaly , náleží do jiné discipliny.

O přípravě barviv. V dnešní době mnoho továren  
dodává veškerá barv iva  již hotová. Přece však možno 
doporučiti, aby  si každý  připravoval roz toky  barev sám, 
a to  nejen z důvodů  úsporných, ale h lavně proto, že ně ­
k terá  barv iva  konají dobrou službu jen tehdy , jsou-li 
úplně čerstvá, a t u  nemožno se spolehnouti na barv ivo  
z obchodu.

J in á  b arv iva  jsou velice s tá lá  a čím jsou starší, t ím  
lépe barví; tak o v á  možno si p řip rav iti  ve větším  množ­
s tv í  a jsou vždy  po ruce. Ovšem p říp rav a  barv iv  v y ža ­
duje čistých ingrediencí; o jakosti těch to  p říp ravků  možno 
se přesvědčiti a pracovník  alespoň určitě ví, s jakým i 
lá tkam i pracuje. Na jakost barv iva  v obchodě vyrobeného 
nemožno se s urč itostí  spolehnouti, a m nohdy jen  proto, 
že barvivo nebylo dobře připraveno, neobdržíme žádané 
č is to ty  při zbarvení p repará tů . Rozhodným  důvodem  pro 
domácí příp ravu  barv iv  jest ovšem tak é  úspora, neboť 
mnohé barvivo připravím e si t a k  lacino, že se to  nedá 
an i srovnati s cenou v obchodě.

V následující s ta t i  uvádím e barv iva  v histologii vše­
obecně užívaná, jakož i bližší údaje  o jejich přípravě. 
Barvení podle jis tých  předpisů prováděná, na př. m ethoda 
W eigertova na  nervstvo, na  gliová vlákna a j. v., uve ­
dena jsou ve s ta ti  specielních m ethod.

Nejvíce užívaná jsou barviva , k te rá  obdržíme rů z ­
ným i kom binacem i a přípravou z k rys ta lů  haem atoxylinu.
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K ry s ta ly  haem atoxylinu jsou v ý tažk y  ze dřeva cam- 
pechového. Dle P. M a y  e r a  jest v  haem atoxy linu  
obsažen haem atein , k te rý  teprve  ve s tyku  se zem itým i 
solemi nebo solemi některých kovů dává barvivo; haem ato- 
xylin  čistý  není tud íž  barvivém . Veškeré t .  zv. „haem ato- 
xy liny“ hned po přípravě nebarví; jest dlužno nechati je 
„ u z rá t44. „Z rán í44 haem atoxylinu vyžaduje  dosti dlouhou 
dobu; v otevřené láhvi i několik tý d n ů .  H aem atoxylin  
z haem ateinu  připravený  jest barvivo, k terým  možno 
ihned barv it i  bez dalšího uzrání. V dnešní době obdržíme 
v obchodech k rysta ly  haem atoxylinu  i haem ate inu . Iv p ř í ­
p ravě barev haem atoxylinových jest nejlépe uchysta ti  si 
roztok krysta lů  haem atoxylinových v alkoholu v poměru 
1 : 10; roztok ten to  dává barvu  hněděěervenou, a jest 
možno si z něho připrav iti barvivo s kamencem nebo ze­
m itým i solemi. J in á  v lastnost haem atoxylinu je ta , že 
hacm atoxylinový roztok ve styku  s některým i solemi 
kovů, jako: železa, mědi a j . ,  dává  zvláštní , ,lak44, ba rev ­
nou sůl. Basemi těch to  kovů im pregnuje se nejdříve p re ­
p a rá t  a teprve  po té to  impregnaci vk ládám e p repará t  do 
haem atoxylinu, k te rý  v doteku se solí kovu tvoří lak.
0  m ethodě té to  viz níže.

Barviva haematoxylinová.

Původní barvení haem atoxylinem  dělo se tak to :  N a 
drobné kousky m odrého dřeva (Lignum campechianum) 
v nádobě uložené nalil se nasycený roztok  kamence. Po 
několika dnech i týdnech  utvořil se ex trak t  barvy  modro- 
fialové, k terým  se barvily  p repará ty . V ýtažek  dával dosti 
dobré výsledky, vadou  jeho však  bylo, že ex trahován  byl 
ze dřeva též tann in , k te rý  působil někdy  velice škodlivě 
při barvení. Tomu odpomoženo později tím , že chemickou 
cestou byla ex trahována lá tk a  účinná, k te rá  přichází do 
prodeje pod názvem haem atoxylinu, a k teré  se dnes je ­
dině užívá.

Nejstarší předpis ku přípravě haem atoxylinu jest 
B o h m e r ů v .  Kamencový haem atoxylin  (Bohmer 1865).
1 g kamence rozpustil se ve 240 ccm vody; na hodinové 
sklíčko nakapalo  se několik kapek hnědého alkoholického 
v ý tažk u  dřeva campechového asi 1 : 12 abs. alkoholu. 
V pozdější době tep rve  udán  předpis pod názvem Bóhme- 
rova  haem atoxylinu:
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1 í H aem atoxy l.  cryst. 0*35 g
\  Alkohol abs. 10-—  g

9 |  K am enec dras. 0*1 g
\  Voda dest. 30*—  g

Z roz toku  1. nakapem e několik kapek  do roz toku  
kam ence, nechám e několik dnů  na  světle s tá t i  a ta k  
obdržíme fialovou barvu , k te rou  před použitím  ještě  f i l t ru ­
jeme. B arví jád ra  buněěná hlavně po fixaci alkoholem 
nebo Múllerovou teku tinou . Byl-li p rep ará t  p řebarven  — 
to tiž  bylo-li vedle jad e r  zbarveno též pro toplasm a nebo 
vazivo a td . —  tu  vym yjem e p rep ará t  v  docela slabé 
kyselině octové, solné nebo pikrové, důkladně jej p rope­
reme v  dest. vodě, odvodním e v alkoholu a přes olej 
p řenesem e do kanady .

K am encový liaem atoxylin  (Frey):

v í H aem atoxy l.  cryst. 1 g
a ' \  Alkohol abs. 30 cc
f v í K am enec dras. 0*5— 1 g

' 1 Voda dest. 30 cc.

N akapem e několik  kapek  roztoku a) do roz toku  b)9 
až obdržíme fialovou barvu ; směs nechá se s tá t i  na  světle 
několik dnů, pak  se filtru je . P rep a rá ty  jsou zbarveny  po 
5— 30 m inutách . F ixace p rep a rá tů  děje se hlavně a lko ­
holem, Múllerovou tek u tin o u  a chrom ovým i solemi, kys. 
octovou, formolem a sublim atem . P řeb a rv en é . p rep a rá ty  
možno odbarv iti  v roz toku  kamence, v něm ž dlužno je po 
několik hodin ponechati; po tom  n u tn o  p rep a rá ty  důk ladně 
ve vodě v y p ra ti .

Kyselý haem atoxy lin  kam encový (Ehrlich):

H aem atoxy l.  cryst.  2 g
kys. octová ledová 10 cc
glycerin 100 cc
alkohol abs. 100 cc
kam enec d ra se ln a tý  v n ad b y tk u .

Směs dlužno ponechati delší dobu n a  světle, až po ­
v s tane  k rvavě ěervená te k u t in a  (asi po 4 dnech). T ek u ­
t in u  filtru jem e a v dobře uzavřené láhvi uschováme. T ento  
haem atoxylin  barv í po nejrůznějších fixacích v době ně ­
kolika m inut.
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H a e m a t  o x y l i  n-g  1 y c e r i n -k  a m  e n  e c (13 e- 
1 a f i e 1 d). P řip rav ím e si nejdříve čistý  alkoholický roz­
to k  haem atoxylinu  v  krystalech: 4 g na  25 cc abs. lihu 
(doporučuje se m íti te n to  roz tok  v ždy  v  zásobě, jelikož 
se nekazí), a te n to  vlejeme do 400 cc nasyceného roz toku  
am oniakáln ího  kam ence (rozpouští se asi 1 : 11 ) .  T u to  
směs roz toků  ponechám e asi 4 dny  v  otevřené nádobě 
na světle, až obdržíme tm a v ě  fialové barvivo, k teré  sfiltru- 
jem e a p řidám e k něm u 100 g čistého glycerinu a 100 g 
m ethylového alkoholu. Po tom  opět filtru jem e. B arvivo 
t a k to  připravené nechám e v  o tevřené láhvi na  světle 
s tá t i  (i 2 měsíce), až jes t úplně tm avé . P ři barvení nu tn o  
ten to  haem atoxylin  dosti rozřed it! ; barv í velice rychle a 
elektivně.

B ů  t  s c h  1 i doporučuje D e l a f i e l d ů v  h aem a­
toxylin  rozřediti tak o v ý m  m nožstvím  kyseliny octové, až 
m odrá  barva  změní se na  červenou; to to  barv ivo  barví 
ješ tě  ostřeji jád ra  než předešlé.

D oporučuje se p repará ty , barvené kyselými roz toky  
haem atoxylinovým i, v y p ra t  i v  obyčejné vodě, k te rá  slabě 
alkalicky reaguje; t ím  nabudou  pěkné modré barvy .

C a r a z z i (Z. f. w. M. 1911) Jodkalium -jod-haem a- 
toxylin . B arvu  připrav ím e ta k to :  R ozpustí se

H aem atoxilin i cryst. 0*5 g
K alii jo d a ti  0*01 g
Alum. crud. 25*0 g
Glycerini 100 ccm
Aq. dest. 400 ccm.

Po 2 hodinách jes t haem atoxy lin  schopný barvení. 
Barvení jest trvalé , nevybledne jako  ostatn í haem ato- 
xylinem  zbarvené prepará ty , na nichž hlavně periferie 
řezu pod skélkem bledne.

H aem acalc ium  P. M a y  e r  :

H a em ate in  1 g
Chloralum inium  1 g
Chlorcalcium 50 g
Acid. acet. glac. 10 cc
Alkohol 70%  600 cc.

N ejprve rozetřem e jem ně haem ate in  s chloralumi- 
niem  a rozpustím e jej v kys. octové a alkoholu buď  za
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tep la  nebo za studená, a nakonec přidám e chlorcalcium. 
B arvivo jest červeně fialové. Barví-li se řezy příliš čer­
veně, pak vym yjí  se ve 20%  roztoku chloraluminia v  alko­
holu. Obyčejně však  dostačí vyprán í v  neu trá ln ím  alko ­
holu. Dle zkušeností nebarví t a k  elektivně, jako vodné 
roz toky  haem atoxylinu .

Z uvedených  předpisů  pro zhotovení barev  z k rys ­
ta lů  haem atoxylinových vidno, že veškeré ty to  barv y  
potřebují urč ité  doby, aby  uzrály, j in ak  nebarví.

J iž  roku  1842 E rd m an n  (Jou rna l f. p rak t.  Chemie 
X X Y I. a. 1. c. 1858 L X X V .) vyrobil p rvní chemicky čistý 
haem atein  a dokázal, že barvicí schopnost haem atoxylinu 
přináleží p rávě h aem ateinu ; haem atoxylin  barví jen tehdy , 
převedeme-li jej oxydací v  haem atein . Z uvedených p ří ­
kladů, ja k  p řip rav iti  různé haem atoxyliny, jes t právě vi- 
děti  snahu oxydací haem atoxylinu  převésti ten to  na  h ae ­
m atein ; k pochodu to m u  za obyčejné p říp ravy  kam enco­
vým i solemi je t řeb a  delší doby. H  e n s e n  správně 
upozorňuje n a  to, aby  každý, kdo s haem atoxylinem  p ra ­
cuje, seznámil se nejdříve důkladně s l i te ra tu ro u  o haema- 
toxylinu, jm enovitě  s prací E rdm annovou , aby  „zb y teč ­
ných  ob jevů46 ubylo. Nemožno nám  zde zacházeti na  
tu to  l i te ra tu ru , odkazujem e jen  na  práci Hensenovu, kde 
jes t  celá l i te ra tu ra  snesena; on sám p ak  uja l se vděčné 
práce o haem atoxylinu  a haem ateinu , ale h lavně o žele- 
z itém  chrom haem ate inu . Po důkladném  chemickém pro ­
s tudování dochází k závěrům , ze k te rý ch  vyšla udán í 
o železitých a chrom okam encových haem ateinech, dopo- 
ruěujících se co nejlépe; barví bez d louhotrvajícího zrání. 
Poukazujem e jen  k tom u, že p ř íp rav a  těch to  haem ate inů  
vyžaduje  naprostou  přesnost, chceme-li obdržeti trvan livé  
barvivo.

Z různých  předpisů  uvedem e jen p říp ravu  železitého 
a chromokam encového haem ateinu, se k terým i úplně v y ­
stačíme.

I. Ž e l e z i t ý  h a e m a t e i n  H e n s e n .
1. 10 g čistého železitého kam ence (Ferriam m onium - 

su lphat) rozpustí se ve 150 g dest. vody  za tepla.
2. 1*6 g haem atoxylinových  k rys ta lů  rozpustí se za 

tep la  v 75 g destilované vody.
Oba roz toky  musí vychladnouti, načež se smísí tak , 

že p řidávám e po kapkách  roztok železitého kamence do
R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 9
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haem atoxylinu  za stálého míchání. Okysličování p robíhá  
za s tudená  velice zvolna. Obdržíme nejdříve směs roz ­
toků , jejíž b a rv a  jest nejdříve  hnědá, poté m odrá  a ko- 
neěně tm av ě  fialová. Směs pom alu zahřívám e až na  bod  
varu , kdy  reakce rychle postupuje. Ohřívání p rovád ím e 
nejlépe ve skleněné baňce. Směs neponechám e déle ve  
v a ru  než y2— 1 m inu tu . K dyž  vychladne, přidám e k ní 
1*40 g am onium sulphatu . B arv a  musí b ý ti  tm av o h n ěd á  a 
roztok  musí kysele reagovati.  N epatrné  množství sraže­
n iny  —  tvořící se i později —  jest n u tn o  v láhvi pone- 
chati. V řezech zbarví se jádra , v lastně  jejich s t ru k tu ra ,  
velmi u rě itě  a jasně na  ěerno. Barvení děje se velice rychle 
(za y2— 1 m inutu); ohřeje-li se na 40— 5C° C, jes t p re ­
p a rá t  zbarven okamžitě.

I I .  C h r o m  o k a m e n c o v ý  d i o x y h e m a t e i n .
1. Chromový kam enec chemicky ěistý 10 g rozpustí  

se ve 250 g destilované vody  a vaří se t a k  dlouho, až 
obdržíme zelený roztok.

2. 1 g haem atoxylinu  rozpustí se za horka v  10 g 
destilované vody. Oba roz toky  se smísí za stálého m íchání.

3. Po zchladnutí p řidá  se do slabě zbarveného roz ­
to k u  0*5 g kyseliny sírové (asi 5 cc 10%  kyseliny sírové) 
a konečně se oxyduje barva  přidáním :

4. 0*55 g dvojchrom anu  draselnatého, rozpuštěného  
v 20 cc teplé destilované vody. T ento  roz tok  nechám e 
zchladnouti a p řidám e jej za stálého míchání po k apkách  
do chromokam encového roz toku  haem atoxylinu.

K dyž je vše dobře prom ícháno, ohřejeme roztok až 
do v a ru  a při ustavičném  m íchání vařím e barvu as 2 m i­
nu ty . Za v aru  rozpustí se lak  tém ěř úplně. Před barven ím  
nu tno  barvu vždy filtrovati.  Řezy barví se 1— 2 m in u ty .  
Zbarvení jest modroěerné; barví se d is tink tně jádra , něco 
málo plasma. B arva  jest velice trva lá  a doporučuje se 
m nohem lépe než obyčejné k a m e n c o v é  haem ate iny .

W e i g e r t ů v  h a e m a t o x y l i n .  H aem atoxy lin  
ten to  není v lastně barvivém  v pravém  slova smyslu, 
nýbrž d ává  později se solemi chrom ových kovů lak  a  
upotřeb í se jen ve specielním barvení nervových v láken , 
jak  později uvedeme.

H aem atoxylin  cryst. 
alkohol, abs. 
deštil, voda

10 cc 
90 cc.

1 g
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K u l t s c h i c k ý - W o l t e r s  kyselý haem atoxylin  
(používá se jako předešly jen při specielním barvení 
W eigertovy m ethody  na v lákna  nervová).

K arm ín  byl všeobecně užíván  jako  barvivo po uve ­
řejnění práce Gerlachovy r. 1858. P řed  ním již používal 
karm ínu  r. 1851 Corti. Je s t  podnes v histologii používán, 
avšak  ne již v ta k  velkc míře, poněvadž techn ika histo- 
logického barvení může se dnes v y k áza ti  různým i b a r ­
vivý, k te rá  znaěně předěí karm ín. K aždém u jest známo, 
že něk te rá  barv iva karm ínová, jako  am m oniakální karm ín 
a j., nedávají takových  výsledků, jak  bylo dříve hlásáno; 
přitom  se však  nebéře zřetel k tom u, že dnešní techn ika  
fixování, zalévání a td . m á velký vliv na následné barvení. 
V tom  jest hlavní v ad a  neuspokojivých výsledků při b a r ­
vení barv ivý  karm ínovým i. N áhradou  za nevyhovující 
am m oniakáln í karm ín  m ám e dnes velkou řadu j inak  p ři ­
pravených  karm ínů, k teré  daleko přede í karm ín  am m onia ­
kální. Dále nalezneme četnou l i te ra tu ru  o přípravě t .  zv. 
pikrokarm ínu, k te rý  tak též  neodpovídá požadavkům , 
k teré  byly na něho kladeny. P. Mayer přináší rozbor 
toho to  barv iva  a jeho p říp ravu , jakož i upotřebení, a 
dochází k výsledku, že p i l ro k a rm ín  není chemická slouěe- 
nina, jak  se domníval R  a n  v i e r, nýbrž  docela nestálá  
směs p ikranu am m onatého, am m oniakálního karm ínu a 
volného am m oniaku, k te rá  působí m nohdy velice zhoub ­
ně na  p repará ty . Jen  v tom  řídkém případě, chová-li 
velice málo volného am m oniaku  a dosti am m oniakálního 
karm ínu , dává dvojité  zbarvení. Zcela správně praví 
Mayer, že p ikrokarm ín  m á historické právo; objevením 
jeho stal se veliký pokrok proti dříve užívaném u ,,B e a- 
1 o v u “ karm ínu . Dnešní dobou však  musíme dá ti  p řed ­
nost kam encovém u boraxovém u karm ínu . p arakarm ínu  a 
j iným  více.

N ásledkem  p o d s ta tn ý ch  a doložených důvodů u v á ­
díme jen ona karm ínová barviva , u k terých  docílíme 
skutečně dobrých výsledků.

H aem atox . ciyst.  
kys. oct. led. 
v o d a  dest.

2 cc 
100 cc 
10 cc.

i  g

alkohol 96%

Karmínová barviva.

9*
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Velice dobré barv ivo  sk ý tá  kam encový vý taž ek  koše- 
n ily  dle C z o k  o r  a :

Košenila (celí sušení červci) 1 g 
kam enec d rase ln a tý  1 g
voda  dest. 100 g

B arvu  si p řip rav ím e tak to :  K ošenilu s kam encem  
rozetřem e na  prášek, k te rý  vaří se ve vodě ta k  dlouho, 
až se voda asi na  polovinu odpaří. R oztok  nechám e vy- 
s ty d n o u ti  a důkladně d v ak rá te  profiltru jem e. Obdržíme 
ěervené nam odralé  barvivo, k te ré  barv í jád ra  buněěná  
tm avě , p lasm a světle ěerveně. Fixace p re p a rá tů  může 
b ý ti  libovolná; po alkoholu, sublim átu , formolu a j. barv í 
p re p a rá ty  dosti rychle a n ep řebarvu je  jich; po chrom o­
vých  solích barv í pomaleji. A by se zamezilo bu jen í plísní, 
možno do roz toku  p řida ti  trochu  phenolu  nebo formolu. 
D oporučuje se užívati ěerstvě p řip ravených  barev, neboť 
po delší době se košenila sráží a barven í není ěisté, 
poněvadž vznikají lehce sraženiny v  prepará tech . Toto  
barv ivo  jes t velice dobré na  p robarvován í p rep a rá tů  
v  celku.

K o š e n i l a  n a  ě e r n o  b a r v í c í .  H e n s e n  
u d á v á  p říp ravu  ferrikošenily následovně: 8 g železitého 
kam ence (Ferriam m onium sulfa t)  rozpustí  se ve 250 g 
dest. vody; 5— 10 g na  prášek rozetřené košenily smíchá 
se s t ím to  roztokem  a p řidá  se k něm u 15 cc 10%  kys. 
sírové. Za stálého m íchání zahřívá se vše až do v a ru  a 
nechá se 15— 20 m inu t vaří ti. P o té  p řidá  se opět do b arv y  
10 cc 10%  kys. sírové. K dyž roz tok  vychladne, f il tru je  
se, ěímž obdržíme barvu černohnědou, velice stálou. Ř ezy 
barv ím e 5— 10 min. a vym ývám e dest. vodou; v  oby ­
čejné vodě se b a rv a  ještě  lépe fixuje. V p řípadě p řeb ar ­
vení m ožno p re p a rá t  odbarv iti  a to  buď  zvolna ve 2— 4%  
kyselině octové nebo rychle v  0*5% kys. sírové. B arvu  
m ožno doporuěiti co nejlépe, hodí se k  barvení po rů z ­
ných  fixacích.

K a r m í n  k a m e n c o v ý .  (Grenacher.) ' /

k a rm ín  0*5— 1 g
kam enec drasel. ;1— 5 g
v oda  dest. 100 g.

Směs vařím e asi 10— 20 m inu t a obdržím e červenou, 
do m odra  odstíněnou barvu , k te rou  po v ych ladnu tí  filtru-
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jeme. Jes t  radno  p řip rav ili  si vždy čerstvou barvu  v  m en­
ším množství v  eprouvettě , neboť nezáleží příliš na  po­
m ěru karm ínu  ke kamenci. Po vych ladnu tí zbývá vždy 
usazenina karm ínová, k te rý  byl jen zčásti v kamenci 
rozpuštěn. B arvení není příliš intensivní, přebarvení n ikdy 
se nevyskytuje . F ixace p rep a rá tu  jest libovolná. Toto 
barv ivo  jest výhodné k probarvení v  celku, h lavně po 
fixaci v alkoholu, sublim átu, pikrové kyselině a j. v.

K a r  m k a m e n e c. (K arm alaun  dle P. Mayera.)

karm ínová kyselina (firmy Merck) 1 g 
kamenec d rase lna tý  10 g
voda dest. 200 cc.

R ozpouští se za tepla, nechá se usadit a za s tudená 
se filtruje. Ja k o  antisep tikum  přidá se něco formolu nebo 
salicylové kyseliny (0*25 g). R oztok jest trvan livý . Fixace 
p repará tů  libovolná. B arví též p repará ty  po kyselině 
osmiěelé. Řezy, k teré  po zbarvení vypírám e vodou, mají 
též plasma buněčné zabarveno. Hodláme-li docíliti elek- 
tivn ího  zbarvení jader, vypírám e řezy v  roztoku kamence, 
k te rý  musíme opět z řezu vodou odstraniti. K arm kam e- 
nec probarvuje a  vn iká  lépe do p rep ará tů  v celku než 
karm ín kamencový. Důležito jest povšim nouti si při b a r ­
vení toho, aby  p repará ty  nereagovaly alkalicky.

Veškerá uvedená barviva s kamencem jsou ve v ý ­
sledku stejnocenná. Po ěase sráží se barvivo na dně a 
na stěnách láhve, jen karm kam enec zůstává na  dlouho 
čistým. K arm ínových barv iv  dle různých údajů  (Schnei­
der, H am an, Henneguj a j.) s kyselinou octovou p řip ra ­
vených nemožno doporučiti dle vlastních i j iných zkuše­
ností, pročež jich ani neuvádíme.

Směs vaří se as 5 m inut, nechá se usaditi a vychladlá 
se filtruje. J ak o  antisep tikum  přidá se několik kapek 
formolu (3— 5 kapek). B arva zůstává dlouho čirou, ne-

Basické t. zv. neutrální karmíny.

M a g n e s i a  k a r m í n .  (P. Mayer.)

K arm ín  
Magnesia usta  
voda  dest.

1 g
0 1 g

50 cc.
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sráží se, barví jak  řezy ta k  p re p a rá ty  v celku. Po barvení 
vy p írá  se p rep ará t  ve vodě.

A m m o n i a k á l n í  ka rm ín  (dle R a n v i e r a ) .
K arm ín  rozpouští se ve vodě, do k teré se dá jen to lik  
am m oniaku, aby se karm ín  rozpustil (musí míti ba rv u  
fialovou, nikoliv krvavě červenou)! V široké nádobě nechá 
se za s tudená na vzduchu odpařovati.  Sušina rozpouští 
se ve vodě. (K arm ínu toho upotřebuje se velice zřídka, 
neboť jiné, p repará tům  neškodné karm íny zaručují ne-li 
lepší, te d y  alespoň stejné výsledky.)

L i t  b i o  v ý  ka r mí n  (O rth .) :

karm ín  1 g
lith ium  carbonat 1*2 g
voda dest. 100 cc.

P rep a rá ty  obarvené dlužno differencovati v 70% alko­
holu, do něhož přidána kyselina solná (na 100 cc a lko ­
holu 1 cc kyseliny solné). Barví rychle jád ra  buněčná po 
fixaci alkoholem a chromovým i solemi. (Nedoporučuje 
se, poněvadž příliš m aceruje preparáty .)

Alkoholové karmíny.

B o r a x  k a r m í n  (Grenacher):

K arm ín  2 g
borax 4 g
dest. voda 100 cc
alkohol. 70%  100 cc.

Borax rozpustí se ve vodě, přidá se karm ín  a směs
vaří se 10— 20 m inut, do vychladlé směsi p řidá  se alkohol, 
načež se filtruje. Řezy probarvené borax karm ínem  se 
přenesou přímo do 70%  lihu s kys. solnou (4— 6 kapek  
n a  100 alkoholu), kde zůstanou ta k  dlouho, pokud kon ­
tro lou pod mikroskopem nevidíme, že veškerá barva  se 
nalézá v jádrech  a že plasm a je bezbarvé. B arvy té to  se 
používá též  při barvení v celku, leč u poněkud větších 
p rep ará tů  vytvořu jí se u v n itř  sraženiny, k terých  ne ­
možno již v kyselém lihu rozpustiti. (Probarvené řezy 
nebo p rep ará t  v celku nesmí přijiti  do vody, sice se úplně 
odbarví; jest n u tno  přenésti jej přímo do 70%  lihu!)
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P  a r a k a r m í n. P. Mayer:

karm ínová kyselina 1 g 
chloraluminium  0-5 g 
chlorcalcium 4 g
70%  alkohol 100 cc.

Směs rozpustí se za tep la  nebo za studená; přeby tek  
usadí se na dně, ěisté barv ivo  se sfiltruje. Toto jest barvy  
světle  ěervené a hodí se dobře na probarvení v celku. 
P ro top lasm a barví se růžově. Chceme-li docíliti elektivního 
zbarvení jader, p řidám e do alkoholu, ve k terém  p repará ty  
vypírám e, chloraluminium  nebo 2.5% ledové kyseliny 
octové. P re p a rá ty  nesmějí reagovati alkalicky.

K a r m í n  s k y s e l i n o u  s o l n o u .  ( G rena- 
cher-M ayer):

karm ín 4 g
voda dest. 15 cc
aeid. chlorie. 30 kapek.

K arm ín  rozpustí se ve varu  a do té to  barvy  přidám e 
95 cc alkoholu 85% . Směs f iltru jem e za horka a neutra li-  
su jem e am m oniakem  ta k  dlouho, až pozorujeme, že právě 
zů s táv á  trv a lá  sraženina. Po vychladnutí filtru jem e znovu. 
R oztok  b arvy  smí se ovšem jen  silným alkoholem zře­
d i t ! . Obarvené p rep ará ty  vym yjí se přímo v 80— 85%  
lihu; pro elektivní zbarvení jade r  přidá se do alkoholu 
k ap k a  kyseliny solné.

P rep a rá ty  udaným i karm íny  zbarvené možno zba r ­
v it i  ještě žlutě kyselinou pikrovou a docílíme ta k  úspěchu 
dvo jitého  zbarvení jako  při barvení t .  zv. pikrokarm íny.

Barviva dehtová.

B arviva dehtová, k te rá  nesprávně jsou nazývána  
b arv iv ý  anilinovými, zaujím ají v dnešní histologické tech ­
nice barvení přední misto. Dle chemického složení roz­
lišuje E  h r 1 i c h barv iva  deh tová  k y s e l á ,  z á s a ­
d i t á  a n e u t r á l n í .  Dovozuje dále, že barv iva  zá ­
s ad i tá  barví jádra , barv iva  kyselá plasma. B arv iva ne ­
u trá ln í  mají prý  zvláštní v z tah y  k u rě itým  elementům 
p lasm atu  buněěného k t .  zv. g ranulům ; dle zbarvení 
granul rozeznává opět granula a c i d o - ,  b a s o -  a 
il e u t  r o f i 1 n í , k te rá  ještě dále rozlišuje: a c i d o -
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f i 1 n í a) p) a td . Dlužno m íti na  zřeteli, že E  h r 1 i c h 
odvozuje to to  rozlišování z barvení krevních p rep ará tů  
na  skélku sušených. Zcela jiné pom ěry nacházíme ovšem 
při barvení řezů p repará tů . Přesvědčíme se velice snadno, 
že na př. zásadité barv ivo  ,,safran in“ barví jádra , po ­
užij e-li se však u rč itých  mořidel, barví pouze plasm a 
buněčné. M ethylová m odř při in trav itá ln ím  barvení 
přechází h lavně na  plasma, ač jes t barvivém  zásaditým . 
Vesunin (B ism arckova hněď) a m ethylová zelen barv í 
jád ra  přímo, aniž bychom  použili zvláštního odbarvování, 
avšak  tém ěř všechna ostatn í barv iva deh tová  dávají 
barvení jen po nepřím é —  regressivní m ethodě.

R oztoky  deh tových  barev k barvení histologickému 
určené musí býti,  pokud možno, ve vodě koncentrované; 
kde se základní b a rv a  ve vodě nerozpouští, přidám e 
trochu  alkoholu. M nohdy rozpouštím e barvivo v  emulsi 
anilinového oleje s vodou nebo v karbolové kyselině, a to  
proto, aby  se co nejvíce barv iva  rozpustilo. Čím koncen t­
rovanější jes t roztok a čím déle barvíme, tím  in tensiv ­
nější zbarvení p re p a rá tu  obdržíme.

Pro veškerá barvení deh tovým i barv ivý  jest ten to  
pořad: řez, pokud možno tenký , (nebo celé serie řezů), 
vložíme do roztoku barv iva , ve k terém  jej ponechám e 
různě dlouho, čím déle, t ím  lépe, až i 24 hod. R oztoky 
s anilinovým  olejem barv í mnohem rychleji, některé již 
za několik m inut. V roz toku  zbarví se celý řez úplně di- 
fusně ta k  tm avě, že nerozeznávám e rozdílu ve tkán ích . 
Řez ta k to  obarvený důk ladně propírám e v  destilované 
vodě, a z té to  jej přeneseme do tek u tin y  určené k d i f- 
f e r e n c o v á n í  ; tou  bývá  obyčejně alkohol.

Z řezu, jakm ile byl dán z vody do alkoholu, počne 
v  obláčcích v y s tu p o v a ti  barvivo, k teré  v k rá tké  době 
všechen alkohol zbarví. Řez dlužno přenésti do čerstvého 
alkoholu, ve k terém  odbarvujem e p repará t  t a k  dlouho, 
pokud b arv a  z p rep a rá tu  vystupu je . V některých  p ří ­
padech jes t radno  p řid a t i  trochu  málo kyseliny solné (as 
1 : 1000), jelikož differencování postupuje mnohem rych ­
leji. K  differencování používáme alkoholu 96% . J a k ­
mile přestane barva  z p repará tu  odcházeti, jest differen­
cování ukončeno, a řez možno přenésti ihned do prosvět- 
lujícího prostředí, oleje origanského, xylolu, carbolxylolu 
a  j. a p ak  do kanadského balsámu.
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N utno  upozorniti na  to, že některé oleje, zvláště 
řebíčkový, snadno barv y  dehtové rozpouštějí, a když 
differencovaný řez jes t vložen do to h o to  oleje, m ůže se 
s tá ti ,  že všechnu barvu  z p re p a rá tu  ,,v y tá h n e 14. P ro to  
n u tn o  používati tak o v ý ch  olejů, k teré  nem ají na  barvu  
vlivu. N ěkdy  jes t ovšem výhodné, když se u rč itá  ěást 
barv iva , k terá  ještě  po alkoholu v p rep a rá tu  zbude, e x tra ­
huje olejem; ovšem dlužno předem  věděti, v k terém  p ří ­
padě m ůžeme k to m u  připus ti ti .  Vždy n u tn o  m íti na  p a ­
měti, že v p rep a rá tě  nesm ím e ponechati si s topy  řebíě- 
kového oleje, když jej přenáším e do kanadského  balsám u, 
neb o ť  i potom  zby tek  oleje ex trahu je  b arv u  a odbarv í 
časem p repará t  úplně. J e s t  vždy  radno, buď olej ssacím 
papírem  důkladně z řezu vysušiti  a řez ještě  v  xylolu vy- 
p ra ti ,  aby  byl všechen olej odstraněn, nebo řez z oleje do 
xylolu přenésti a pak tep rve  uložiti jej do kanadské p rys ­
kyřice. J e n  ta k  jest možno p rep ará ty  na  delší dobu za ­
chovat!. Mnohé p re p a rá ty  dehtovým i barvam i zbarvené 
podrží po lé ta  svůj původní vzhled, jiné se naopak  po 
k ra tš í  nebo po delší době vůbec odbarví.

D eh tová  barv iv a  dávají brilantní, ponejvíce d is t ink tn í 
zbarvení, v šak  jednu  v ad u  přece mají, že to t iž  substance 
b a rev n á  není v ždy  táž . Velice často se stává, že u rč ité  
barv ivo  dávalo velice pěkné zbarvení a vždy  přesně od­
povídalo požadavkům  do něho kladeným , při nové ob jed ­
návce téže b arv y  obdržím e však  pod s te jným  označením 
barv ivo , k teré  jest úp lně nevhodné. S t ím  zlem n u tn o  po­
čítá ti .

P ř í m é  b a r v e n í  d e h t o v ý m i  b a r v a m i .

V r. 1916 bylo v Zeitschr. f. m ikrosk. Technik u v e ­
deno více prací, k teré  po jednávají —  z hospodárných  
důvodů  v letech válečných —  o způsobu barvení p re p a ­
r á tů  dehtovým i barvam i bez velké spo třeby  alkoholu. 
P araffinové řezy kladeny  byly  přímo z nože na  teplou 
b a rv u  a po na tažen í a obarvení by ly  obyčejným  způsobem 
lepeny 11a podložní skla. Po  zaschnutí by ly  v málo a lko ­
holu v y m y ty  a m on továny .

B. R ejsek  vycházeje  z p ředpokladu , že různým i deh ­
tovým i barvam i, buď  koncentrovaným i (vesuvin, U nna- 
Pappenhe im  a td .) , nebo značně zředěným i (Giemsa, 
m eth . m odř a td .) ,  možno p re p a rá ty  barv it í  přímo, v k lá ­
dal na teplé vodě na tažené  a vy rovnané  paraffinové řezy
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do barvy, na  jejíž hladině je nechal p lavati,  dle zředění 
barvy , po 5 min. až 24 hodin. Po té  přenesl řezy do dest. 
vody  v n ad b y tk u  a vodu přivedl p ipetou  do pohybu za 
úěelem ,,oprán í44 p rep ará tu .  Po tom  řezy kladl na  bílko- 
vané  podložní sklo a nechal je přischnouti.  Po usušení 
odstran í paraffin  xylolem a p rep a rá t  m ontu je  do k a ­
nadské pryskyřice. V ýhoda té to  m eth o d y  spoěívá hlavně 
v tom , že barvení jes t velmi elektivní a kon trastn í.  Dopo- 
ruěu je  ho zvláště tam , kde jde o m etachrom asii, a dále 
pro barvení m ikrobů v tk án ích  (S trep tobac. Ducrey, Go- 
nococcus atd .).

A n i l i n o v á  v o d a  jes t m nohdy  n u tn o u  součástí 
při udáván í barv ic í m ethody ; pro to  již předem  podávám e 
její p řípravu . Vodu anilinovou p řiprav ím e si vždy  ěerstvou, 
a to  z o l e j e  a n i l i n o v é h o ,  k te rý  musí b ý ti  ěerstvý, 
nezredukovaný, úplně ěirý, ne ž lu tý  nebo dokonce již 
silně hnědý. Do ep rouve tty , destilovanou vodou do y2 
naplněné, dám e as 0.5— 1 cc oleje, naěež směs delší dobu 
důk ladně p ro třepávám e, aby  se voda pokud možno n e j ­
více olejem nasy tila . Voda ta k to  p řip ravená  obsahuje 
as 3%  oleje. P ro třep a n o u  te k u t in u  filtru jem e, f i l tr  však 
dříve prolejeme destilovanou vodou.

Nejvíce v histologii užívaná deh tová  b a rv iv a  k b a r ­
vení jade r buněčných  jsou: safranin, gen tianová violeť, 
dahlia, tolluidin, th ionin , B ism arckova hněď (Vesuvin).

S a f r a n i n  d á v á  ohnivě červené a trv a lé  zbarvení 
jader.  V obchodě p rodává  se velice m noho d ru h ů  safra- 
n inu, většinou v alkoholu, m éně ve vodě rozpustných . 
F  1 e m m i n g používá koncentrovaného  roz toku  v  a lko ­
holu, k te rý  rozředí na  polovinu vodou.

B a b e s používá rovněž koncen trovaného  roz toku  
alkoholického za tep la , a rovněž též za tep la  jím  barv í.

B a b e s Virch. (Arch. 105) doporučuje b arv it i  p repa ­
rá ty ,  k teré  byly fixovány v  tek u tin ě  F l e m i n g o v ě  
nebo H e r  m a n n o v ě ,  směsí safran inu  s anilinovým  
olejem dle receptu:

S afran in  v p rášku  v n ad b y tk u  
D estilované v ody  100 dílů 
Anilinov. oleje 2 ,,

Z ah řá ti  na  60° C a f i l t ro v a t  v lhkým  filtrem .
Z w a a r d e m a k e r  mísí koncentr. alkoholický roz ­

to k  s anilin, vodou na polovici. Differencování obarvených
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řezů děje se alkoholem, buď  čistým  nebo sm íšeným  se 
slabou kyselinou solnou.

Ř ezy po F lem m ingově tek u tin ě  barv í se 12— 24 ho ­
din; při differencování rozhoduje to, zda m ají jád ra  
b ý ti  zbarvena, nebo jen jejich chrom atinová substance. 
Po prvé differencujem e k ra tš í dobu, po d ruhé déle, zvláště 
jdc-li o m itotické dělení jader.  O dbarvujem e-li, m ů ­
žeme použiti G r a m o v ý  m ethody  s jodem . (Viz G ram ova 
m eth o d a  odbarvovací!)

B a b e s .  Dest. voda 50, alkohol 50, safran in  tolik, 
kolik se rozpustí (barvím e 12— 72 hod.).

Zřejmo jest, že ve všech předpisech jest koncen tro ­
v a n ý  roztok safran inu  -j- alkohol.

G e n t i a n o v á  v i o l e ť .  R ozpouští se ve směsi 
polovice alkoholu a vody. R ezy  se přebarv í (po alkoholu 
a formolu s tačí barvení 5 m inu t,  pro řezy po chromových 
solích a Flem m ingově tek u tin ě  jest radno  b arv it i  po více 
hodin [až 24 hod.]) a odbarvu jí se buď v ěistém alkoholu, 
k te rý  se několikrá te  změní, až se nezbarvuje , nebo se 
použije alkoholu, do něhož p řid án a  n ep a trn á  ěást kyseliny 
solné.

G e n t i a n a  dle E hrlicha  rozpouští se v anilinové 
vodě a alkoholu.

G entiana viol. 1 g
alkohol abs. 15 cc
anilinový olej 3 cc
voda dest. 80 cc

Obarvené řezy, k teré  se na podložním skélku roz­
prostrou , polijí se roztokem  jod-jodkalia , 1 g jodu  a 2 g 
jodkalia  v 300 cc vody. V té to  směsi řezy změní barvu , 
z hnědnou, naěež se odbarvu jí  v čistém alkoholu.

D a h 1 i a, t o l l u i d i n o v á  m odř, t  h i o n i n 
a  podobná barv iva  dáva jí  výsledek jako  předešlá; barví 
já d ra  buněčná a při barvení počínáme si p rávě tak ,  jako  
u j iných  barev dehtových. Ř ezy se přebarv í a differencují 
po tom  v alkoholu.

B i s m a r c k o v a  h n ě ď  (Vesuvin). B arv iva  toho  
používá se nyní v histologii velice zřídka. R oztok  p ř ip ra ­
vím e buď  vodný  nebo ze dvou  t ře t in  vody  a ze tře t in y  
alkoholu. B ism arckovy hnědi po přidání kyseliny octové 
možno použiti při barvení čerstvého m ater iá lu  nebo bar-
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viti déle řezy a potom  alkoholem differencovati. P re p a rá ty  
možno uložiti do glycerinu nebo do kanady .

M e t h y l o v é  z e l e n ě  m ůžem e s dobrým  výsled ­
kem použiti na  čerstvém  m ateriá lu  v  roztoku vodném  
se stopou kyseliny octové. B arv í hlavně chrom atinovou  
substanci jád ra  světle zeleně, o s ta tn í část jád ra  nebarv í. 
B arv ivo  jest velice citliv.é oproti alkaliím.

B a r v i v a  n a  p l a s m a  b u n ě č n á  jsou t a ­
ková, k te rá  zabarvují plasm a a základní h m oty  tkán í,  
jád ra  však  zůstanou nezbarvena, nebo zbarvena jsou jen 
diffusně. B arv iv  těch to  používám e dosti často, obyčejně 
v šak  v kom binaci s barvou  jád ra  elektivně barvící, k te ­
réžto  barvení nazývám e d v o j i t é .  K  dvo jitém u zb a r ­
vení volíme barv iva  kon tras tn í ,  t a k  na  př. zbarvíme-li 
jád ra  m odře kam encovým  haem atoxylinem , zbarvujem e 
plasm a růžově (eosinem, kys. fuchsinem), nebo ž lu tě  
(pikrovou kyselinou), nebo oranžově (oranží, congovou 
červení); jsou-li já d ra  červeně zbarvena karm íny  nebo 
safraninem , zbarvím e plasm a m odře (indigem, m odrým  
anilinem  a p.). N ěkdy se používá barvení tro jitého , to tiž  
různé zbarvení jader, p lasm atu  a vaziva. Takové barvení 
nám  dáv á  m eth o d a  G i e s o n o v a  a jiné podobné kom ­
binace; je to  zbarvení po kam encovém  haem atoxylinu  
směsí kyselého fuchsinu s kyselinou pikrovou. T ro jité  
barvení (po p řípadě vícenásobné zbarvení, jed n ak  v rů z ­
ných nuancích, jednak  směsí barev) dává  zbarvení me- 
thodou  E  h r 1 i c h o v o u po t .  zv. triac idu . J e  to  směs 
kyselého fuchsinu, oranže a m ethylové zeleně. P odobná 
směs jest barv ivo  B i o n  d i h o. Barvení triae idem  jest 
velice nejis té  a možno směle říci, že ani dva stejné p re p a ­
rá ty  s te jným  způsobem najednou  barveny  nedávají s te j ­
ných  výsledků a vedou po většině k nesp rávným  v ý k la ­
dům , h lavně béře-li se zřetel k zbarvení smíšených barviv , 
na  př. zbarví-1 i se některé  vazivo červeně nebo více m éně 
oranžově a td .

Většinou (ne-li vůbec) stačí při dvojitém  barvení 
eosin, p ikrová kyselina aneb Giesonova m ethoda.

E  o s i n. V obchodě možno obdržeti velice m noho 
různých  eosinů, z nichž něk te ré  jsou rozpustné  ve vodě, 
jiné v alkoholu. M nohdy užijeme roz toku  zředěného, 
jindy  opět koncentrovaného. Dle zkušeností dáv á  k on ­
cen trovaný  roz tok  m e t h y l o v é h o  e o s i n u úplně 
spolehlivý výsledek.
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P a p p e n h e i m -  U n n a .  P y ro n in  m ethy lová  zeleň:

K a m e n c o v ý  h a e m a t o x y l i n - e o s i n .  P re ­
p a rá ty  obarví se nejdříve haem atoxylínem , důkladně se 
ve vodě vyperou  a vloží se do eosinu; použije-li se eosinu 
koncentrovaného, t u  ponechám e v něm  p rep ará t  jen 
k rá tk o u  dobu (několik v teřin), při slabém roz toku  ovšem 
déle; p ak  p re p a rá t  opláchneme ve vodě a  přeneseme do 
alkoholu, k te rý  však  eosin z p re p a rá tu  rychle „ v y ta ­
h u je46, a  proto jes t  lépe už íva ti koncentrovanějšího roz ­
to k u  a p rep ará t  poněkud přebarv iti .  Z alkoholu přeneseme 
p rep a rá t  do oleje origanského a do pryskyřice. Též možno 
postup  barvení obrátí ti, to tiž  obarv iti  diffusně nejdříve 
eosinem, dobře p re p a rá t  v y m ý tí  ve vodě a p ak  b a rv it í  hae- 
m atoxylinem .

J e  n u tn o  vždy  p rep a rá t  dobře v y m ý tí  vodou, jelikož 
eosin s haem atoxylinem  se sráží.

Eosinu možno použiti na  barven í p lasm atu  buněčného 
po barvení barvam i deh tovým i jako  gentianou, dahlií, 
to llu id inem  a j. Velice pěkných  obrazů docílíme při b a r ­
vení m ethylovou m odří a eosinem, avšak  při barvení 
eosinem dlužno m íti na  zřeteli, že eosin velice rychle od- 
b a rv u je  m ethylovou modř. P ro to  n u tn o  d á ti  pozor, jak  
d louho p rep a rá t  v  eosinu m ám e ponechati.  B ývá  radno  
p re p a rá t  m odře p řebarvený  důk ladně ve vodě v y p ra t i  a 
aniž ho dříve alkoholem differencujeme, vložiti jej do 
eosinu a pak  tep rve  do alkoholu. T ak  obdržíme velice pěk ­
né k o n tra s tn í  dvo jité  zbarvení.

K y s e l i n a  p i k r o v á  zba rvu je  plasma, h ladké 
svalstvo, vazivo a td .  žlutě. U žívá se jí ke dvojitém u zb a r ­
vení po kam encovém  haem atoxylinu , haem ateinu , po ko- 
šenil. kamenci, karm . kamenci, boraxovém  karm ínu  i po 
jiných  zbarveních.

H aem atoxylinem  nu tn o  řezy silně zbarviti, jelikož 
kyselinou pikrovou se haem atoxylin  odbarvuje . Po barvení 
jad e r  v  p repará tech  uk ládám e řez do koncentrovaného

M ethylová zeleň 
P yron in  
Alkohol 96°/0 
Glycerin 
K arbo lová  voda

0.15 g
0.25 g 
100 ccm 

20 ccm 
0 *5°/0 100 ccm

B arv í velice pěkně  po fixaci v  a lkoholu  nebo subli-
m á tu .



142

vodného roztoku kyseliny pikrové a odvodním e potom  
v alkoholu. Alkohol rychle „ v y ta h u je 44 kyselinu pikrovou 
z p repará tu , p ro to  jes t n u tn o  alkohol, k terého  použijeme, 
před vložením řezů do oleje zbarv iti  již předem kyselinou 
pikrovou. (K rysta l kyseliny pikrové rozpustím e v lihu.) 
Ke zbarvení řezů kyselinou pikrovou stačí použiti a lko­
holu s kyselinou pikrovou; vyjasníme-li několik p repa ­
rá tů ,  k teré  byly  kyselinou pikrovou zbarveny  v oleji 
origanském neb jiném, tu  v y táh n e  olej to lik  pikrové 
kyseliny z p repará tů , že následující p rep ará t  předem  
žlutě nezbarvený  obarví se v něm dostatečně žlutě.

O r a n ž e  G. používá se ve vodném  koncentrovaném  
roztoku; řezy předbarvené nechám e v roztoku oranže as 
5 min., avšak  ani po delší době n enas tává  přebarvení. 
Toto dvojité  p řebarvení jest v m nohých případech velice 
vhodné, na  př. v řezech ža ludku zbarví se in tensivně 
velké krycí buňky, kdežto  základní zůstáva jí světlé; po ­
dobně se barv í a pěkně vyn iknou acini pankrea tu .

V a n  G i e s o n o v a  s m ě s  kyseliny pikrové s k y ­
selým fuchsinem dává  ve většině případů  velice dobré 
zbarvení. R ezy předbarví se silně haem atoxylinem  kam en ­
covým (použijeme haem atoxylinu připraveného dle k te ré ­
hokoliv předpisu), potom  vloží se do směsi dle Giesona. 
T a to  směs sestává asi ze 100 dílů koncentrovaného roz­
toku  kyseliny pikrové, 5 dílů 1% vodného roztoku kyse ­
lého fuchsinu. U rčitého složení té to  směsi není a n u tn o  
zkusm o se přesvědčiti, zda se řez barví příliš červeně, nebo 
naopak  příliš žlutě. Nejlépe učiníme, když 1 díl základní 
směsi rozředíme 10 díly pikrové kyseliny a necháme-li 
v té to  směsi řez poněkud déle. P ři odvodňování p rep ará tu  
hledíme k tom u, aby  alkohol před olejem obsahoval trochu  
kyseliny pikrové; j in ak  se často stává, že alkohol kyselinu 
pikrovou z řezu vůbec odbarví. Použijeme-li základního 
silného roztoku, tu  barvím e řez jen několik málo v te ř in  
a hned odbarvujem e v alkoholu. Při správném  odbarvení 
obdržíme elementy různě zbarvené; vazivo červené, h ladké 
svalstvo žluté, jád ra  m odrá a td .

M ethody té to  možno použiti jen na řezech.
O. V o l  k e r  (Ztschft. f. w. M. Bd. X X X . 1913) 

m odifikuje barvení v an  Giesonem tak to :  P řip rav ím e si 
0*1% vodný  roztok kyseliny pikrové a 0*1% vodný roztok 
kyselého fuchsinu. Po odstranění paraffinu z nalepených 
řezů barvím e ty to  ve směsi: ve 100 ccm roztoku kys. pik-
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rove a 0-5 ccm roztoku fuchsinu po dobu 12— 24 hod. Po 
obarvení n u tn o  p rep ará t  rychle opláchnouti v okyseleném 
alkoholu (několik kapek  kys. octové na  100 ccm alkoholu) 
a p řesxy lo l přenésti do kanadské pryskyřice. T akto  možno 
barv ití  i jemné celloidinové řezy. Touto  m ethodou zbarví 
se i nejjem nější v lákna  kollagenního vaziva ohnivě čer­
veně. Chceme-li obdržeti čisté zbarvení kollagenních fibrill, 
nesm ím e předbarv iti  haem atoxylinem .

B e n d a .  Modifikace barv iva  Van-Giesonova:

K oncentrovaný roztok p ik ranu  am m onatého  95 ccm
1 % roztok vodného kyselého fuchsinu 5 ccm

Tento  základní roztok jest barvy  m o d r o ě e r v e n é .  
P řed  upotřebením  nalijem e asi 10 ccm základního roztoku 
na hodinové sklíčko a vkápnem e do něho asi 2— 5 kapek  
koncentrované kyseliny pikrové; b a rv a  se ihned změní na 
žlutoěervénou. Řezy již předem  haem atoxylinem  zbar­
vené (v případě přebarvení nu tn o  je dříve v kyselině 
octové odbarviti) vložíme na 10— 15 m in u t  do pikrin- 
fuchsinu. P řednost té to  směsi záleží v tom , že možno řezy 
dle libosti v barvě  odstupňovati,  buď žlutší — přidáním  
k apky  kyseliny pikrové —  nebo červenější —  s menším 
m nožstvím  kyseliny pikrové. Dále možno řezy i po dlou­
hou dobu v barvě ponechati, aniž by haem atoxylin  byl 
odbarven.

A n i l i n o v á  m o d ř .  V obchodě přichází více 
d ru h ů  pod různým i jm ény, z nichž pro histologické práce 
nejvíce se užívá t .  zv. b 1 e u  d e L y o n  v  alkoholickém 
roztoku. Řezy ponechají se v slabém roz toku  (V5% dle 
B aum gartena) 12 hodin a odbarvu jí se v  alkoholu po 6 ho­
din. T o n  k  o f  f  p ř idává  k roztoku málo t in k tu ry  jodové, 
nebo v  té to  řezy vypírá, čímž docílí rychlejšího zbarvení. 
J á d r a  barví se něk te rým  červeným  barv ivém  (safraninem).

I n  d u 1 i n  a n i g r o s i n  jsou barviva modrošedá, 
k terých  se používá též po červeném zbarvení jader. Indu- 
linový koncen trovaný  vodný  roztok zředí se vodou asi 
1 : 6 a  řezy ponechají se v barvě  as x/4 hodiny, vyperou  
se ve vodě a přenesou se do alkoholu.

N i g r o s i n u užíváno h lavně na řezy centrálního 
nervstva , barví gangliové buňky  a jich výběžky velice 
m arkan tně , zabarvuje  ovšem též osta tn í elementy různě 
tm avě.
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I n d i g - k a r m í n  barví sám diffusně, kom binuje 
se s kam encovým  neb boraxovým  karmínem. P. Mayer 
rozpouští 1 g indigkarm ínu ve 500 g vody a z toho to  roz­
to k u  dělá směs 1 : 4 až : 20 karm . kamencem. S e 11 e r  
barví řezy boraxovým  karmínem, k teré odbarví v kyselém 
alkoholu (1 cc kyseliny solné, 4 cc alkoholu), prom yje po­
tom  důkladně vodou a barví indigkarmínem 16— 18 hodin 
(indigkarmín 2 kapky, alkohol 30 cc). Alkohol, kanada.

T r i a c i d  E h r l i c h ů v ,  B i o n d i ,  H e i d e n -  
h a i n jest směs tř í  barev, a to  oranže G., kyselého fuch ­
sinu a m ethylové zeleně. P říp rava  dobrého barv iva  jest 
velice obtížná, i doporučuje se koupiti hotový  roztok 
triacidu.

Připravujem e-li si sami to to  barvivo, n u tno  nejdříve 
poříditi si t ř i  koncentrované vodné roztoky udaných  
barev, k teré  nechám e delší dobu státi, aby  se vyčistily. 
Po tom  smícháme 14 cc oranže, 7 cc kys. fuchsinu, 15 cc 
dest. vody, 45 cc alkoholu, 12*5 methylové zeleně, 10 cc 
alkoholu a 10 cc glycerinu. B arvu  n u tno  dobře třepán ím  
promísiti. Směs Biondiho sestává z týchž barev, avšak  
při jiném složení. Ke 100 cc koncentrovaného vodního 
roztoku oranže G. se přidá 20 cc konc. vodního roztoku 
kys. fuchsinu a 50 cc methylové zeleně; ten to  základní 
roztok  se rozředí až lOOnásobným množstvím vody, a 
toho to  užívá se potom  k barvení. Řezy vloží se do barv y  
n a  6— 24 hodiny, odvodní se a odbarví alkoholem a uloží 
do xylolu. Odbarvení jest velice nesnadné, poněvadž 
alkohol jednotlivá barv iva  nestejně vy tahu je; často se 
stane, že veškerá barva  zelená nebo naopak  všechna čer­
vená vymizí. Závisí to  na  reakci alkoholu, k te rý  nem á 
b ý ti  ani alkalický, ani kyselý.

I I  e i d e n  h a i n  p řidává  opatrně  něco málo kyse­
liny octové do roztoku, řezy vk ládá před barvením  na - 
několik hodin do slabé kyseliny octové (as 0-1% kyseliny 
octové), naěež je přeloží do t in k tu ry  jodové, vypere 
v alkoholu a barv í potom  12— 18 hodin. Odvodní v alko­
holu a přenese do xylolu a xylol-balzámu.

C e l l o i d i n o v ý c h  ř e z ů  nap ros to  se nem ůže 
použiti  k  b a rven í E hrlichovým  triac idem  nebo B iondiho 
směsí, jelikož se celloidin zbarví tem ně zeleně. Barvení to  
možno provésti jen na  velice jem ných řezech, k teré  byly 
provedeny po fixaci sublim átem  a zality v parafinu.
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Je-li barvení správné, jsou obrazy p repará tů  velice 
instruktivní; stává se to  však velmi zřídka a proto  používá 
se m ethody  té to  v  nejřidších případech.

P. M a v e r  udává tu to  směs: 1 g m ethylové zeleně, 
2 g oranže G., a 3 g kyselého fuchsinu rozpustí se v 80 cc 
smíšeniny (45 cc dest. vody, 10 cc glycerinu a 25 cc alko­
holu); nejprve se rozpustí fuchsin a oranž, potom  teprve 
m ethylová zeleň. K barvení použije se roztoku nezředě- 
ného.

R  h u m b 1 e r. Zoolog. Anz. Bd. X V I. 1903.

D v o j i t é  b a r v e n í  k r o z e z n á n í  ž i v é  t k á n ě  od  
o d u m ř e l é  a n e b  a n o r g a n i c k é  p o  k o n s e r v a c i .  
Materiál ve směsi kys. pikrové s kyselinou sírovou neb 
v  alkoholu tvrzený, po případě p repará ty  již pikro- 
karm ínem  zbarvené, dají se do směsi: m ethylová zeleň 
vodná 1% 50 dílů, eosin 0-8 v 50%  alkoholu 50 dílů, 
alkohol absol. 50 dílů.

Ř ezy  se ponechají y2 hodiny v barvě, vyperou v dest. 
vodě a alkoholu, k te rý  se pozvolna stupňuje; asi za % h°- 
diny přenesou se do oleje a balzám u.

Veškeré orgány, k teré  byly ještě za živa konservo- 
vány, jsou sytě ěervené, veškeré zašlé nebo barvící se 
lá tk y  anorganické, sytě zelené. Jsou-li elementy (orgány) 
v jednom  prepará tě  zěásti zaž iva , zčásti již m rtvé  konscr- 
vovány, obdrží se zbarvení ěervenofialové, fialové, modré 
a modrozelené. T ato  m ethoda  jest zvláště výhodná na 
protozoa.

V l i te ra tu ře  najdem e ještě velkou řadu  údajů  o b a r ­
vení dvojitém , avšak dle zkušeností stačí úplně udané 
m ethody. K aždý  histolog, k te rý  má při ruce více deh to ­
vých barev v  substanci, vyzkouší pro u rč itý  případ  různé 
barvení, leč jisto jest, že po dlouhém zkoušení v rá tí  se 
k nejjednodušším  a jistě působícím barvivům .

B a r v e n í m  m e t a č  h r o  m a t i c k ý m  nazývám e ono, 
kde po užití jedné barvy  obdržíme různé zbarvení, to  jest 
u rč ité  b u ň k y  nebo tkáně  zbarví se navzájem  zcela různě. 
Takovéto  zbarvení dává:

P o l y c h r o m  o v á  m e t h y l o v á  m o d ř ,  k te rá  
zbarví žírné buňky (Mastzellen) červeně, dle m ethody 
U nnovy (viz specielní barvení!), amyloid červeně, hyalin 
růžově atd .

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 10
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M e t h y l e n o v á  m o d ř  barví am vloidně zvrhlé 
tk á n ě  červeně, norm ální jád ra  a tk án ě  modře (specielní 
barvení amyloidu).

Speciální methody barvení.

J e s t  u d áv á n a  velká řa d a  různých  způsobů barvení, 
a vždy  n azývá  se udání takové  ,,m ethodou“ . Avšak v ě t ­
šina jich neodpovídá správné definici ,,m e th o d y 44, to tiž  
za urě itého  postupu  dosáhnouti u rč itého cíle, a  p roto  
uvád ím  zde jen  m ethody  spolehlivé, to tiž  takové, k teré  
nám  vždy  dají dobrý  výsledek. M ethodu, k terou  nedocílíme 
vždy dobrého výsledku, označujeme dodatkem  jako  ne­
jistou, nespolehlivou.

Spolehlivou m ethodou  nazývám e n a  př. zbarvení 
jader v  p rep ará tě  kam encovým  haem ateinem ; po utvrzení 
p rep ará tu  v  alkoholu, sub lim átu  a formolu již předem  
víme, že to u to  m ethodou budou jád ra  u rč itě  zbarvena.

J in á  spolehlivá a j is tá  m ethoda  jes t  barvení nervo ­
vých  v láken  centráln ího nervs tva  dle W eigerta.

Nespolehlivá a naprosto  ne jis tá  jes t B ethého  m ethoda  
barvení fibril nervových tolluidinem  (viz níže!)

Méně spolehlivou m ethodou  jsou různé im pregnace 
a barvení solemi těžkých  kovů, jako  z la ta  nebo stříbra.

J e  tud íž  n u tn o  při každé m ethodě b rá t i  zřetel k to ­
mu, že dlužno poěíta ti  s m nohým i činiteli, že neznám á 
úchylka kteréhokoliv  z nich může nám  dáti  úplně j iný  
výsledek než ten , k te rý  očekáváme, a  že většinou tep rve  
po m nohých a m nohých zkouškách obdržíme p re p a rá t  
sp rávně zbarvený , aě ještě  ne vždy.

N ebude snad  na  škodu upozorniti, že m nohé z m ethod 
uváděných  m ají význam  hlavně pro bada te le  v širším 
slova smyslu, a to  p rávě ony m ethody  nespolehlivé, kde 
ovšem stačí n ěk te rá  m alá část t .  zv. podařeného zb a r ­
vení neb impregnace, ze k teré  jes t dána  možnost dalších 
úsudků. J in é  m ethody, k teré  jsou více dem onstrační, jsou 
zpravid la  spolehlivé. Správné jest, dokud tak o v á  m ethoda  
nespolehlivá zůs tává  jen v  rukou  odborníka histologa, 
k te rý  hledí buď  m ethodu  zdokonaliti, nebo výsledky 
m ethodou to u to  docílené dovede po důkladném  s tud iu  
srovnávacím  oceniti; avšak  m ethod  takových  používá 
se i v  jiných  případech, na  př. pathologických, a tu  ovšem 
dochází k  nálezům  a ú d a jů m  většinou nesprávným . T ak  
na  př. používání m e th o d y  impregnace neb barvení fibril
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vláken nervových v pathologických případech; tam , kde 
se fibrily neobarví, vyk ládá se to  jako pathologický zjev, 
leč to též  se s tává  i u m ater iá lu  absolutně normálního, 
u  k terého  nemožno přece usuzovati na zjev pathologický,

Takových a podobných zjevů možno uvésti velké 
řady . Nálezy takovým i nejistým i m ethodam i získané 
n u tn o  vždy náležitou kritikou pozorovati a oceniti.

S p e c i e l n í  m e t h o d y  b a r v e n í  a i m p r e g ­
n a c e  n e r v o v é  s o u s t a v y .

M y e 1 i n  nervových vláken za čerstva vyšetřu jem e 
t ím  způsobem, že nerv jehlam i na nejjem nější v lákna  
roztrhám e. Pod mikroskopem vidíme zřetelně lesklý obal 
nervů  —  pochvu myelinovou. Osový válec možno viděti, 
zabarvíme-li ho slabě m ethylenovou modří Ehrlicliovou 
(viz níže), nebo karmínem.

O s m i ě e l á  kyselina barví myelin nervu  na  černo. 
Postupujem e následovně. Za čerstva v y ň a tý  periferní 
nerv  očistíme od vaziva (perineurium) ostrými jehlami. 
P ak  vložíme nerv  na  24 hodin do 0*5— 1% kyseliny 
osmičelé. N erv úplně zčerná, vazivo nabude barvy  hnědé. 
N yní možno nerv  vyše třova ti  přímo, to tiž  t rhán ím  v  gly ­
cerinu, neb uložit i jej do alkoholu, zaliti do celloidinu a 
rozřezati na řezy podélné nebo příčné. J e s t  nu tno  upozor- 
n iti, že kyselina osmiěelá velice těžce prostupuje p repa ­
rá tem  do hloubky. Často se stává, že na povrchu jes t nerv  
již úplně černý, kdežto u v n itř  jsou vlákna nervová dosud 
úplně bílá bez zabarvení. P ro to  nu tno  jen  malé kousky 
tenkých  nervů  do kyseliny osmičelé v  celku uk láda ti  
a  silnější nervy  na  menší částky  roz trhati .  B arv ití  možno 
n a  jádra , po případě na osové válce, buď haem atoxylinem  
delafieldským, nebo barvam i dehtovým i (kyselým fuch- 
sinem osový válec.)

N e u r o k e r a t i n  obdržíme, odstraníme-li myelin 
z nervového vlákna. Uložíme-li nerv do směsi alkoholu 
a  aetheru , rozpustí se myelin a zbude Schwanova pochva 
i osový válec, a v  místech, kde uložen byl myelin, nalez­
nem e zvláštní síťovité ú tvary , t .  z v. neurokeratin .

Dle C o r n i n g a  možno obdržeti neurokera tin  z nervů  
k teré  byly osmiované. Ř ezy z paraffinu uložíme do berga- 
m ottového oleje a nechám e je v něm  ta k  dlouho ležeti, 
až  olej černou barvu  po osmiu vytáhne , načež odstranivše 
olej, obarvíme řezy železitým haem atoxylinem .

10*
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A r g e n t u m  n itr icum  na barvení osového válce. 
R o z trh an ý  čerstvý nerv  vložíme do 0-5% Arg. n itr . ,  
omyjeme jej ve vodě a vložíme do 1%  kyseliny m ravenčí 
nebo m ethylového alkoholu na  světle. Osový válec se 
od R a n v i e r o v ý c h  zářezů na  k ra tš í  nebo delší v zd á ­
lenost zabarv í hnědočerveně a ukazuje příčné žíhání.

W e i g e r t o v a  m e t h o d a  n a  m y e l i n  l a ­
k e m  h a e m a t e i n u .  M ethody té to  používá se všude 
tam , kde jde o prokázání nervů  s pochvou dřeňovou 
a dále, kde m á b ý ti  prokázáno vym izení nervstva , na  jehož 
místo nastoupila  jiná tkáň , tud íž  po déle trvajíc ích  dege- 
neračních pochodech nervové tkáně , aneb koneěně tam , 
kde nervs tvo  není ještě všude vyvinuto , jako  v  em bryo­
nální a postem bryonální době v  míše a mozku.

M ateriál, k te rý  hodláme barv it i  W eigertovou m etho- 
dou, musí b ý ti  fixován a tv rzen  chromovým i solemi. 
Celé m ozky se nejlépe konservují a fixují b ichrom átem  
tím  způsobem, že injikujem e tek u tin u  přím o do cev 
mozkových, čímž mozek se rychle a jistě fixuje, po tom  
tep rve  vložíme jej na  delší dobu do tek u tin y  Múllerovy. 
U zv ířa t je nejlépe in jikova t Můllerovu te k u tin u  a. carotis 
communis ke hlavě, a pak  tep rve  vy jm o u ti  mozek. M ate ­
riál mohl bý ti  předem  fixován též formolem; má-li se 
však  později barviti W eigertovou m ethodou na  v lákna  
nervová, tu  nu tn o  jej uložiti do dvojchrom anu draselna- 
tého. P rep a rá ty ,  k te ré  dlouho ležely v  alkoholu po Múl- 
lerově tek u tin ě  a naby ly  již barvy  zelené, možno jen  
teh d y  zbarviti, když byly dříve chromém dobře p ro ­
s toupeny.

P o s t u p  b a r v e n í  m e t h o d o u  W e i g e r t o ­
v o u  j e s t  t e n t o :  í te zy  (z celloidinu) vložíme do 
roz toku  h aem ato x y lin u :

Do to h o to  haem atoxylinu dám e před upotřebením  
několik k ap ek  koncentrov. vodního roztoku l i t h i u m  
c a r b o n i c u m .  H aem atoxy lin  nabude  ěerveně fialové 
barvy .

Barvení řezů centrálního nervstva,

haem atox. cryst.
alkohol
dest. voda

1 g
10 cc 
90 cc
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V tom to  roztoku necháme řezy asi 2— 24 hodiny le- 
žeti, až úplně zčernají; vytvořil se to tiž  z haem atoxylinu 
za přítom nosti chrómu zvláštní chrom-haem atoxylinový 
lak, k te rý  jest nerozpustný ve vodě i v alkoholu. Zbarvené 
řezy dobře promyjeme v  dest. vodě a pak  přeneseme 
do odbarvovací tekutiny , k terou připravujem e si do zá­
soby tak to :

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

V té to  teku tině  se řez odbarvuje po několika m inu ­
tách , a to  nejdříve šedá hmota, k terá  vystupuje  jako 
světlejší žlutavé políčko. O dbarvujem e ta k  dlouho, až 
celý řez je úplně differencován, to tiž  až rozpoznáme 
kresbu šedé a bílé hmoty. Sražený haem atoxylinový lak 
zůstane vázán pouze na  místech, kde nerv  chová myelin. 
Veškera ostatn í tk áň  se odbarví a zůstává žlutou s n á ­
dechem do červena. Poněvadž chromové soli vyprán ím  
m ateriá lu  ve vodě a tvrzením  v alkoholu a opětným  
pran ím  řezů ve vodě, alkoholu a td . se z p repará tu  vy lu ­
hují, jest prospěšno před ukládáním  řezů do barvy vložit i
ty to  as na 2— 24 hodiny do koncentrovaného vodného 
roztoku n e u t r á l n í h o  o c t a n u  m ě ď n a t é h o .  
(Cuprum  aceticum neutrále). Prosycené řezy tím to  roz­
tokem , kterého se užívá tak též  jako mořidla, drží lak  ve ­
lice dobře, a není t řeb a  se obávati, že by se řezy další m ani­
pulací přespříliš odbarvily.

Do octanu m ěďnatého možno vložit i i řezy sériově 
řezané, na skélko přilepené. Celé kousky míchy nebo 
mozku možno předem, to tiž  před zalitím do celloidinu, 
vložiti do octanu na 1— 2 dny. Tím odpadne pak  ukládání 
jednotlivých  řezů do octanu. Tato  m ethoda barvení, 
jes t  naprosto spolehlivá.

jW e i g e r t o v a  m e t h o d a  b e z  o d b a r v o -  
v  á n  í. Material v dvojchrom anu draselnatém  fixovaný 
zalije se do celloidinu. U tvrzené špalíčky vložíme do směsi 
koncentrovaného octanu měďnatého s 10% roztokem soli 
Seignettovy (K alium -natrium -tarta ra t)  na 24—48 hodin; 
roztok jednou změníme. P rep a rá ty  uložené v udané směsi 
dám e do th e rm o sta tu  asi při 40° C; pak  přeneseme je do 
čistého roztoku octanu m ěďnatého na 24 hodiny a posta ­
víme opět do tepla. Poté p repará ty  opláchneme důkladně
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ve vodě a uložíme na y2— 1 hodinu do 70%  alkoholu. 
Ze špalíčků ta k to  mořených zhotoví se řezy, k teré  se barv í 
v roztoku haem atoxylinu s lithiem.

1. L ith ium  carb. (1*2 g rozpustí se ve 100 cc vody) 
7 dílů, aqua dest. 100 dílů.

2. Haem atoxylin i cryst. 1 g
Alkohol abs. 10 g

K  barvení smísíme 7 dílů roztoku 1. a 1 díl roztoku 2., 
řezy ponechávám e v té to  barvě 4— 24 hodiny, potom  dobře 
vypírám e ve vodě, k terou  několikráte vyměníme, načež 
je z 96%  lihu přeneseme do směsi 1 dílu xylolu a 2 dílů 
anilinového oleje, potom do ěistého xylolu a kanadského 
balsám u. Mnohdy se stává, že řezy jsou přece diffusně 
zabarveny; tu  n u tno  s nimi náloži ti tak , jako  po obyčejné 
m ethodě Weigertově, to tiž  dlužno odbarv iti  v borax- 
ferricyancalium.

W  e i g e r t o v a  m ethoda doznala časem různých 
modifikací, z nichž nejdůležitější jest P  a 1 - W  e i g e r  t-. 
T a to  m ethoda  spočívá na rychlé oxydaci a následném 
odbarvení oxydaěního prostředku. [Řezy připraví se p rávě 
tak , jak  pro Weigertovu met hodu. Po obarvení možno řezy 
ještě v y p ra ti  v 0-25% roztoku lith ia  carb. V zásobě m ám e
přip raveny  dva roztoky.

a) K alium  hyperm anganicum  0*25 g 
Aqua dest. 100 g

b) 1. Acidum oxalicum 1 g
Aqua dest. 100 g

2. K alium sulfat 1 g
Aqua dest. 100 g

1. a 2. uchovám e každé zvláště a před upotřebením  
m íchám e stejné díly bx b2 , při. čemž hned po smíchání 
ucítím e volnou kyselinu siřičitou. P ři odbarvování jes t 
n u tn o  připrav iti  si řadu  nádobek; do první dáme roztok
a ), do druhé a t ře t í  nádobky vodu, do č tv r té  směs roztoku
b), do další vodu, do poslední nádobky  0*25% roztok  
lith ia  carb. Při odbarvování postupujem e tak to :  Ř ez 
z haem atoxylinu  vyjm em e skleněnou jehlou a vložíme 
do hyperm anganu, kdež se velice rychle odbarvuje, n a ­
bývá  barvy  ěervenohnědé a v malé době počne se dif- 
ferencovati šedá a bílá hm ota. Jakm ile  ty to  dvě hm oty
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od sebe rozeznáme, řez opereme a vložíme do směsi roz­
toku  b); te n to  roztok odbarví tém ěř okam žitě hyper- 
m anganem  zežloutlý a oxydovaný řez. Řez n u tn o  rychle 
přenésti z kyseliny do vody a dále do lith ia , kde nabude  
modroěerné barvy . Při správném  odbarvení zbývá jen 
ěerné zbarvení nervových vláken s pochvou dřeňovou, 
vše osta tn í jes t úplně bezbarvé. Po lithiové lázni se řezy 
vyperou  ve vodě a m ontu jí přes xylol do kanady .

N ěkdy se stává , že řezy po vyprán í v kyselině v y k a ­
zují ěerveno-rezaté skvrny. Tu n u tn o  vložiti řez nazpět 
na  k rá tkou  dobu do hyperm anganu  a z něho opět do 
kyseliny. M ethoda ta to ,  k te rá  vyžaduje velkého cviku, 
dává dobré výsledky. Řezy po té to  m et hodě možno ještě 
dodatečně barv iti ,  buď karm in-kam encem  na jád ra , nebo 
G i e s o n e m ;  tu  obdržíme vazivo tm av ě  ěervené, osové 
válce ěervené, glii růžově zabarvenou.

S c h n i t  z 1 e r J .  C. ( N e u r o l o g .  C en tra lb la tt  
1913).

Technika barvení nervů s pochvou dřeňovou.
Modifikace P a l o v y  m ethody, k teré  možno použiti 

hlavně tehdy , když m ateriál nebyl již předem  dostatečně 
chromován.

Celloidinové řezy (po M ů  1 1 e r o v ě teku tině) vloží 
se do 2.5°/0 dvo jchrom anu dras. na tř i  dny. Dobře se operou 
ve vodě a vloží se do W  e i g e r t  o v a haem atoxylinu  na 
12— 24 hodin. Differencování provádí se na dv ak rá te ,  
nejdříve n u tn o  provésti přcddifferencování, k teré  záleží 
v tom , že se řezy opláchnou ve vodě a vloží se do směsi

2%  červená krevní sůl 10 dílů
L ith ium  carbonicum  conc. 30 ,,

(před upotředením  promíchati). P ředdifferencování jest 
ukončeno, když prázdný  kraj celloidinu jest bezbarvý, 
což t rv á  asi 1 m inutu .

Řezy se důkladně omyjí a vloží do 2. 5%  dvoj­
chrom anu na 30 v teřin , po tom  se důkladně operou a pře ­
nesou se ke konečnému differencování dle P a l a  do
kalium  hyperm ang. 1 : 600. Vybílení:

1%  kys. šťavelová 
1%  siřiěitan sodn. aa p. aeq.

V ýhody té to  m ethody spočívají v tom , že základní 
ton  jest stejnom ěrně bílý, celloidin úplně p růsvitný , ne-



utrá ln í zona úplně odbarvena, aniž by trpělo zbarvení 
nervů. Š patně chromované p rep ará ty  dávají dobrý  v ý ­
sledek, aěkoli ta m  obyčejné m ethody  úplně selžou.

K u l t s c h i c k ý  barví řezy po fixaci m ateriá lu  
v  tek u tin ě  E  r l i c k y h o kyselým  haem atoxylinem .

H aem atoxylin  cryst. 1 g
alkohol 96% 10 g
2%  acid. acetic. glac. 110 g

Řezy se vypírají v  koncentrovaném  roztoku lithia 
carb. nebo na tr ia  carbon. Mnohem lépe se řezy differen- 
cují, přidá-li se k 10% lithiu carb. 1%  roztok červené 
krevní soli, a ponechají-li se v to m to  roztoku po několik 
hodin.

W  o 11 e r s barví kyselým  haem atoxylinem  (K u lt ­
schický), řezy ponechává 24 hodin v th e rm o sta tu  a od­
barvuje m ethodou Pal-W eigertovou.

Všechny osta tn í modifikace nem ají žádných zv lášt­
ních předností před W eigertovou neb Palovou m ethodou, 
se k terým i možno nejlepších výsledků docíliti.

R o s i n .  Základem jeho barvení jest t ro jbarevná
směs dle E hrlicha (kyselý fuchsin, m ethylová oranž G. 
a m ethylová zelen). B arvu  připravím e si t ím  způsobem, 
že základní substanci tr iac idu  Biondi-ho (od fy Griibler, 
Lipsko) rozpustíme ve vodě a přidám e kysel, fuchsin.

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

K  té to  barvě přidá se 7 dílů 0*5% vodného roztoku 
kyselého fuchsinu (roztok I.). V té to  barvě se ponechají 
řezy 5 m inut. Barví-li se řezy v  celloidinu zalité, tu  se 
přidá ke 4 dílům roztoku I. ještě jeden díl 0-5% roztoku 
fuchsinu kysel, (roztok II.).  V to m to  zůstanou řezy 1 m i­
nu tu . Obarvené řezy opláchnou se v dest. vodě a přenesou 
se do slabé kys. octové (1 k apka  acid. acet. gl. na  100 g 
vody), po 5—10 v teřinách omyjí se v čisté vodě a vloží 
do lihu, kde zůstanou ta k  dlouho, pokud z nich vystupu jí 
fialové vločky. K dyž se již neodbarvují, vloží se do xylolu 
a balsám u.

Barvení to to  jest velice nespolehlivé; celloidin za ­
barví se tmavozeleně.

F r a e n k e l :  Pro nej jemnější v lákna nervová s poch­
vou dřeňovou v míše a mozku udává  Fraenkel tu to  met-
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hodu: Mícha neb mozek konservují se v Múllerově te k u ­
tině, nebo ve W eigertově dvojchrom anu draselnatém, 
kamenci chromovém.

Ř ezy vloží se na  6 hodin (mícha) nebo 12 hodin (mozek) 
do polychromové modři, při čemž béře se větší množství 
barvy  na málo řezů. Obarvené řezy operou se ve vodě 
a přenesou se na  ploché lžiěce do vodného koncentrova­
ného roztoku tan in u  (starší roztok působí lépe).

O dbarvování t rv á  delší dobu, řezy se ani za 12 hodin 
neodbarví, a zůstanou zde ta k  dlouho, až možno rozeznati 
šedou hm otu  od bílé. Odbarvené řezy omyjí se důkladně 
ve vodě a barv í se znovu v polychromové modři, na  
k teré se vy tvoří po vložení řezů kovový povlak. Tanin 
v řezech po odbarvení působí po druhé na m ethylovou 
modř, k terou  m nohem  pevněji váže; řezy se zbarví modro- 
ěerně. Řezy, které se opětně ta k  dlouho barví, jako 
po prvé, differencují se zase taninem , operou ve vodě, 
přenesou do 96%  alkoholu, prosvítí v  oleji bergam ottovém  
a přes xylol m ontují v  balsámu. Pro  míchu stačí dvojí 
pochod ěhodinový, pro mozek 12hodinový; hlavně při 
d ruhém  pochodu nesmíme jiti  pod tu to  dobu. Myelin 
zbarví se tem ně modře, jád ra  světle modře. Možno za- 
barv iti  ještě Giesonem vazivo.

B e r n a r d  (Centrbl. f. Nerv. u. Psych.. Bd. XVI. 
893) upozorňuje, že při vyšetřování řezů mozkem, které 
jsou barveny m ethodou VVeigertovou neb Palovou, obje­
vují se m ísta  ,,miliárních uzlíků“ , k terá  vykazují zánik 
nervových vláken, diffusní zbarvení atd ., jako  by šlo 
o skutečná pathologická hnízda.

Barví-li se řez jinými barvam i, kde nevy tváří se 
lak  chromanů, tu  nalezneme sice ta to  místa, avšak  nejsou 
to  hnízda nádorovitá . Přichází k  tom u  výkladu, že jde 
o místečka, k te rá  nebyla pron iknu ta  celloidinem, chro- 
m any nebyly vázány, při všech dalších pochodech se 
lehce chrom v těch to  místech odstranil, takže se nevy­
tv á ří  později lak chromanu; jiná  barviva ad jek tivn í dají 
v  těch m ístech dobré zbarvení.

B e n d a .  Barvení myelinu periferních nervů. Z m a­
teriá lu  konservovaného 10% formolem, děláme řezy po 
zm rznutí a t y  pak  barvíme Bóhm erovým  haem atoxy ­
linem nejméně 24 hodiny, načež odbarvujem e W eigertovou 
teku tinou  (borax, červ. krev. sůl.). P rep a rá t  úplně od­
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barvím e, omyjeme ve vodě, vložíme do alkoholu, pak  do 
kreosotu, k terý  se xylolem odbarví a uk ládá do kanady. 
Touto  m ethodou zůstanou zbarvena jen v lákna s poch­
vou dřeňovou. V kůži zůstává zbarvená rohová v rs tv a  
epidermis právě ta k ,  jako nervy.

M a r c h i h o m ethoda  barvení degenerovaných n e r ­
vů  periferních i centrálních. (Z. f. w. Mikroskopie 1893). 
Materiál fixovaný v Múllerově teku tině  přenášíme do 
směsi:

Múllerova tek u tin a  2 díly 
Kyselina osmiěelá (1%) 1 díl.

V té to  ponecháme m ateria l několik dnů, potom v y ­
pírám e ve vodě a přes alkohol zalíváme buď do celloidinu 
nebo paraffinu. Řezy možno barviti haematoxylinem, 
nebo kamencovou košenilou, nebo i dehtovým i barvam i 
jako: safraninem, gentianou a j. Jak o  všude, kde k fixo­
vání používáme kyseliny osmiěelé, ta k  i zde nu tno  uklá- 
d ati  pouze malé kousky m ateriálu . Barvíme-li řezy celým 
mozkem, můžeme uk ládati řezy nejvýše 5 mm  tlusté , 
j inak  kyselina osmiěelá m ateriálem  nepronikne. N a dobře 
zbarvených preparátech vidíme jen m ísta  ěerstvé dege­
nerace (t. j. dříve, než nastane úplná atrofie nerv. elementů 
a jich substituce gliovým vazivem) černě zbarvena.

M ethody té to  používá se tém ěř výhradně  při experi- 
m entelních studiích průběhu drah  mozkových a mozko- 
m íchových. J a k  prokázáno, jest nejvhodnější doba ke 
s tud iu  degenerace nervů asi 11 den po operaci.

Barvení osového válce v nervstvu.

Nej starším  barvením osových válců bylo ono barvení 
am m oniakálním  karmínem, kterého se používalo pro b a r ­
vení míchy a mozku vůbec. Po obarvení a m ontování 
do k anady  byly zbarveny gangliové buňky  červeně, pochva 
dřeňová světle červeně, osový válec tm avoěerveně. J a k  
již dříve uvedeno, nedostávám e nyní takového zabarvení, 
ovšem jiná barviva nahrazují mnohem lépe barvení kar- 
mínové.

C h i l e s o t t i  udává barvení karmínové, které barv í 
po každé fixaci.
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1 g n a tr ia  kyseliny karmínové (Grůbler)
0*5 g u ran  n itrá tu ,
100 g dest. vody.

Vaří se půl hodiny, po vychladnutí se filtruje. Před 
upotřebením  přida jí  se na 1 cc barvy  2 kapky  kyselého 
alkoholu. Řezy po Můllerově teku tině  zbarví se po 5 až 
10 m inutách, po formolu po 15— 20 m inutách, po teku tině  
Marchi-ho za 2— 4 hodiny. Po zbarvení se řezy vyperou 
ve vodě, odvodní a přes xylol m ontují v pryskyřici. Pře- 
barví-li se řezy, tu  možno je v nakyseleném alkoholu od- 
barv iti .

S t  r o e b e (Zentrbl. f. alg. Patli.  etc. 1893, IV. Bd.). 
M ethody té to  možno použiti nejen na centrální, ale i na 
periferní nervstvo. Materiál fixuje se v Můllerově teku tině  
po dlouhou dobu (4— 5 měsíců) právě tak , jako pro Wei- 
gertovu m ethodu. Po odvodnění v alkoholu se zaleje do 
celloidinu, řezy mají býti tenké as 10 [i. Barvení se pro ­
vádí tak to :

1. Řezy vloží se do anilinové modři (nasycený 
vodný roztok) asi na 10 m inu t až 1 hodinu; obarví se 
tem ně modře.

2. Řezy operou se nejdříve v  dest. vodě, na to  se 
differencují v abs. alkoholu s přidáním  20— 30 kapek 
1 % roztoku kal. causticum  v alkoholu (100 cc alkoholu 
1 g kali caustic. nechá se s tá ti  24 hodiny, naěež se filtruje).

3. V tom to  alkalickém alkoholu změní řezy ihned 
barvu  do ěervena, při tom  odcházejí obláčky barvy  ěerve- 
navé. Odbarvování t rv á  ta k  dlouho, až přejde barva 
řezů do světlohnědoěervena (u řezů tlustších do tm av o ­
hnědá) a nevystupují již žádné obláčky barevné z řezů, 
což t rv á  1 až několik m inut.

4. Po odbarvení přenesou se řezy do většího množství 
dest. vody as na 5 m inut, zde nabudou řezy opět barvy  
světle modré.

5. Ř ezy obarví se barvou kontrastn í, a to  safraninem. 
K oncentrovaný  roztok safraninu rozředí se na polovinu 
vodou, kde ponechají se řezy 1/4— y2 hodiny, naěež se 
odbarví v alkoholu. M ontování přes xylol do kanady. 
Osové válce modré, jád ra  červená.

M a 11 o r  y barví osové válce ve vláknech centrál­
ního 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 přípravě musí barva  s tá ti  několik týdnů, nežli 
uzraje. Odbarví se jen ve vodě, přes alkohol, xylol do 
k anady . Vedle osových válců barví se i vazivo.

W  o 11 e r s (Zeitschr. f. wiss. Mikr., Bd. V II .  1890) 
barví řezy z m ateriá lu  v  teku tině  Kultschickýho fixo­
vaného a v celloidinu nebo paraffinu řezané, tak to : Řezy 
se uloží do mořidla.

1 díl 10% roztoku chlorvanadia,
4 díly 8%  alum inium acetá tu

na  24 hodin, vyperou  se as po 10 m inu t ve vodě a vloží se 
do roztoku haem atoxylinu:

1 g haem atox. crystal.
50 cc kyseliny octové 2%.

Tm avě zbarvené řezy přenesou se a odbarvují se 
v  kyselém alkoholu (% %  kyselina solná), až nabudou 
barvy  modročervené. Vypírati v čistém alkoholu ta k  
dlouho, až se kyselina odstraní. Přes origanský olej monto- 
v a t i  do balsám u. Jen  osové válce zůstanou tm avě za ­
barveny.

K a p l a n  (Arch. f. Psych. u. Nerv. K r. X X X V . 1892.)

1. M ateriál centrálního nervstva  fixuje se po delší 
dobu (3 měsíce) v  Múllerově teku tině; mohla předcházet! 
i fixace formolem.

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

3. Zalití m ateriá lu  do celloidinu nebo paraffinu. Řez 
musí se zhotoviti pokud možno brzy, by  m ateriá l neležel 
dlouho v  alkoholu. Barvení děje se čerstvě připraveným  
roztokem.

4. 10% anthracen-železito-duběnkový inkoust (z Leon- 
hard iho  to v á rn y  v  Drážďanech —  Grůbler Lipsko), po 
3 dny v  therm osta tu  při 30° C. Řezy možno ponechat i 
i déle v barvě, jest pouze nu tn o  občas řezy promíchati, 
aby  se neslepily.

5. K rá tk é  om ytí řezů vodou a differencovati
6. v odbarvovací teku tině  Pal-W eigert.
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7. Po odbarvení p repará t  dobře opláchneme ve vodě, 
jako  kontrastn ího  barv iva  použijeme slabého roztoku k y ­
selého fuchsinu.

8. Po odvodnění m ontujem e řezy přes xylol do k a ­
nady. Osové válce jsou zbarveny tem ně, glia a buňky  jsou 
úplně odbarveny. (Ne vždy spolehlivé zabarvení, jinak  
dosti dobré.)

S c a r p a t t i .  (Neurologisch. Centrbl. X I I .  1897.) 
B arví řezy z centrálního nervstva , k teré  bylo fixováno 
formolem, po zalití do celloidinu přímo haem atoxylinem  
W eigertovým  5 m inut, n a to  přenese po k rá tkém  om ytí 
řezy do kys. skalice modré, kde řezy nabudou  tm av o ­
modré barvy. Po opláchnutí řezů odbarvují se napolo 
v rozředěné odbarvovací teku tině  dle W eigerta  (borax — 
červená krevní sůl). O m yti ve vodě, m ontovati přes xylo l 
do pryskyřice. Zbarví se osové válce, gangliové buňky, 
jád ra  vaziva a cev. D ává dosti dobré výsledky.

C h i l e s o t t i  (Z. f. w. Mikr. 1902 X IX .) .  B arv í 
karm ínem  s kyselinou solnou. Materiál konservuje ve 
W eigertově teku tině  (dvojchrom an draseln. 5 g, chro­
m ový kamenec 2 g, voda dest. 100.) Obarvené řezy red u ­
kuje slabým hyperm anganem  a odbarvuje 5%  kyselinou 
sírovou, k terýž to  pochod 5- až lOkráte za sebou opakuje; 
m ají se zbarv iti elektivně osové válce.

A však au to r sám uvádí, že neobdrží po každé elek- 
tivn ího  zbarvení; v šedé hm otě se osové válce vůbec nebarví, 
tak též  v jádrech nervů. Substan tia  Rolandi jest vždy 
tem ně zbarvena. Dle v lastn ího názoru nemožno m ethodu  
tu to  zvláště doporuěovati, proto se o ní k rá tce  jen zm iňu ­
jeme s odkazem na originální předpis.

N a b i a s  (Comp. Rendu. Soc. de. Biolog. LVI. 
1904.) barví řezy systém u nervového chloridem zlata.

1. Řezy, podložené na podložní skélko, dobře vodou 
prom yté, pokryjí se kapkou jodu (1 g jodu, 2 g jodkalia  
a 30 g vody); řez musí býti po jodu žlutě zabarven.

2. Jo d o v an ý  řez přeleje a omyje se dest. vodou.
3. Na om ytý  řez nakápne se 1% roztok  chloridu

zlata, řez z tra t í  ihned zabarvení po jodu.
4. Opere se znovu ve vodě a pokryje se
5. anilinovou vodou, ve k teré  řez ihned změní barvu 

do fialova nebo purpurová. Po om ytí přeneseme řez přes
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xylol do kanady . Osové válce jsou zbarveny, někdy jsou 
i fibrilly znatelný. Výsledek není vždy jistý.

Impregnace osových válců stříbrem.

B i e l s c h o w s k y  (Neurolog. Centrbl. X X I .  1902). 
M ateriál centrálního nervstva  fixuje se formolem 10%, 
po fixaci dělají se řezy ze zmrzlého m ateriálu . Řezy 
uloží se přímo z m ikrotom u opět do 10% formolu a z to ­
hoto přenesou se do am m oniakálního roztoku dusiěnanu 
stříbrnatého, k te rý  se připraví tak to :  Do libovolného 
m nožstv í am m oniaku p řidávám e 10°/0 roz tok  dusičnanu 
s tříbrnatého  ta k  dlouho, až povstane bílá, rychle hněd ­
noucí sraženina, k terou nu tno  dalším přikapováním  
am m oniaku opět rozpustiti. Ze s tříb ra  přenesou se řezy 
(skleněnou jehlou) do vody k opláchnutí, a ihned uloží se 
do 10% formolu k redukci, kde zhnědnou. Manipulaci 
tu to , to tiž  přenesení řezů do s tř íb ra  (ammoniakálního) 
a  od tud  do formolu, několikráte po sobě opakujeme, ne ­
smíme však  zapomenouti, že při každém přenesení řezů 
z formolu do stříbra  a naopak, nu tno  ty to  vždy důkladně 
ve vodě oprati. Po několikerém opakování nabyla i šedá 
substance míchy hnědé barvy. T ak to  zredukované pre ­
p a rá ty  se však v xylolu, chloroformu, terpen tinu  atd. 
odbarvují, pročež jest nu tno  právě tak , jako při obyčej­
ných fotografických reprodukcích, p repará ty  zlatém zre- 
dukovati,  čehož lehce dosáhneme přidáním  několika k a ­
pek chloridu zlatového do m ističky s vodou, do níž dám e 
trochu boraxu, po případě kyseliny octové. V té to  lázni 
nabudou  řezy barv y  m odravé; k  odstranění nezreduko- 
vaného stříbra  ukládají se řezy do siřiěitanu sodnatého 
(fixační lázeň), naěež se dobře omyjí a m ontují přes xylol 
do pryskyřice.

J a k  řezy, t a k  i celé kousky míchy a mozku možno 
v  celku im pregnovati a po zalití do paraffinu řezati. 
K ousky v tlouštce as 1 em fixují se ve 20% formolu, pak  
se přenesou do s tř íb rna té  lázně, kde zůstanou 1— 4 dny; 
potom  se vloží na  několik m inut do am m oniaku a vody 
1 : 10. Z am m oniaku přenese se m ateriá l do formolu 10%, 
kde se v  th e rm o sta tě  při 30° C ponechá po 3 dny. V ytvoří 
se nejdříve bílá, pak  hnědá sraženina; teh d y  jest nu tno  
tek u tin u  změniti. Po redukci odvodní se prepará t pokud 
možno rychle v alkoholu a zaleje do paraffinu. V případě,
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že by  redukce nebyla v  řezech správná, n u tno  řezy ještě 
jednou  uložiti do 10% formolu, ke k terém u přidám e 
am m oniaku  v  poměru asi 1 : 10. Po redukci s tř íb ra  n u tno  
vložiti řezy do zlaté lázně, pak  m on tovati  přes xylol do 
pryskyřice. M ethoda ta to  nedávala však  urč itých  a jas ­
ných  obrazů, zbarvilo se to tiž  vedle válců osových též 
vazivo kollagenní i v lákna elastická. V adu tu to  hleděl 
B i e l s c h o w s k y  (Journa l f. Psycholog, u. Neurologie 
IV., 1905.) odstraniti t ím  způsobem, že vsunul mezi jed ­
notlivé pochody působení kyseliny. Nejlépe se osvědčuje 
m eth o d a  t a to  n a  řezech ze zmrzlého m ateriá lu , avšak 
možno použiti též  řezů z celloidinu neb paraffinu .

1. K ousky čerstvého m ater iá lu  (ne tlustší 1 centi ­
m etru) fixují se v  10% formolu. Ř ezy po zm rznutí, nejvýše 
10^  tlusté, přenesou se z vody  na 24 hodin do 2% roztoku 
dusičnanu stříb rnatého .

2. Po rychlém  opláchnutí ve vodě přenesou se do 
am m oniakáln í s tř íb rna té  soli, k te rá  se vždy čerstvě p ři­
praví, a to  tak to :  do 5 cc roztoku 10% A g N 0 3 vkápnem e 
5 kapek  ěistého 40% roztoku na tr .  hydroxyda t.  S tříbro 
se ihned srazí na  černohnědý oxyd s tříb ra  a ta to  sraženina 
se o patrným  vkapováním  čistého am m oniaku  za stálého 
p ro třepávání úplně rozpustí. V tom to  čistém roztoku 
obsaženy jsou rychle oxydující lá tk y  stříb ra (dusičnan 
s tř íb rna to -am m onatý  a kysličník s tř íb rnatý ) .  Tento  roz­
to k  se zředí na  20 cc vodou. V ta k to  připraveném  roztoku 
zůstanou  řezy asi 15 m inut, kde nabudou  b arv y  tm av o ­
hnědé.

3. Ř ezy se přenesou do slabého roztoku kyseliny 
octové (5 kapek  kyseliny octové na  20 cc vody). Jakm ile  
řezy v  octě zežloutnou, přenesou se

4. do redukujícího 20 % formolu a ponechají se 
v  něm  ta k  dlouho, dokud z nich v y s tu p u jí  bílé vločky.

5. T ak to  zredukované řezy n u tn o  vložiti ještě do 
zlaté lázně, čímž docílí se jasného vystoupení i těch  nej- 
jemnějších vláken nervových a rozliší se barevně vlákna 
nervová a vazivová. Osové válce jsou stejnom ěrně černé, 
vazivo modrofialové.

M ethody té to  možno použiti též  na  celé kousky or­
gánů; ty to  musí ovšem v jednotlivých  tek u tin ách  zůsta ti  
m nohem  déle, a to  v neu trá ln ím  stříb ře ponechají se 
tenké  kousky 3— 4 dny, v am m oniakáln ím  stříbře zůstanou
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několik hodin, rovněž ta k  i v  kyselině octové. R edukce 
ve formolu t rv á  24 hodiny. V zlaté lázni musí zůsta ti  24 
až 48 hodin.

Barvení gangliových buněk centrálního nervstva,

Gangliové buňky  centrálního nervstva  přijím ají po 
různých fixačních teku tinách  tém ěř veškerá barv iva  
v histologii užívaná. Po Můllerově teku tině  barví se dobře 
am m oniakálním  karm ínem  a haem ateiny. Po fixaci for­
molem, alkoholem, sublim átem  etc. barv í se velice in ten ­
sivně barvam i dehtovým i. Tento  vzá jem ný vz tah  mezi 
fixací a barvivém , jako  všude jinde, i zde dal podnět k ve ­
lice četným  údajům  a m ethodám  barvení. Nejdůležitější 
s ta la  se v poslední době m ethoda  dle N i s s 1 a (Z. f. wiss. 
Mikr. 1895, 1896).

Čerstvý m ateriá l uk ládá se do 96%  alkoholu. Ř ezy 
zhotoví se bez jakéhokoliv  zalití a vloží se přímo z lihu 
do roz toku  m ethylové modři.

15 dílů m ethylové modři 
7 ,, benátského m ýdla,

4000 ,, dest. vody.

B arvu  ta k to  připravenou, kterou možno v zásobě 
chovati, nalejeme na hodinové skélko, řezy vložíme 
do barvy, k terou  zahřívám e nad lihovým kahanem  ta k  
dlouho, až začne v y s tupova ti  pára  (65— 70°). Z barv y  
přeneseme řezy do odbarvovací tek u tin y :

1 díl čistého anilinového oleje,
9 dílů alkoholu 96% ,

kde ponechám e je ta k  dlouho, až nevystupu jí již žádné 
barevné obláčky. Nyní vyjm em e řezy lopatičkou na 
podložní skélko, osušíme je ssacím papírem  a nakapem e 
na ně olej c a j e p u t o v ý ,  k te rý  opět papírem  v y su ­
šíme; potom  nakápnem e na  vysušený řez benzin, k te rý  
jej ihned prosvětlí a pak  benzin-kolofonium. N ad  p la ­
m enem  tu to  kapku  rozehřejeme, benzin se vypaří, a po ­
ložíme konečně krycí skélko, k teré  nu tno  opatrně přitlaěiti. 
Gangliové buň k y  jsou velice intensivně zbarveny, u nich 
vystupu je  velice ostře t. zv. tigroid (nesprávně Nisslova 
tělíska), os tatn í jád ra  vaziva, cev a td . jsou též  zbarvena.

T ato  původní m ethoda  Nisslova jest dosti obtížná, 
docílilo se však  po velkých úvahách  toho, že možno 
k tém už výsledku dojiti i jednodušší cestou po zalití
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m ateriá lu  do celloidinu nebo paraffinu  a m ontování do 
kanadské  pryskyřice.

V a 11 G e h u t c h e n .  Ř ezy z m ateriá lu , k te rý  byl 
zalit do paraffinu, přilepíme vodou na podložní skélko, 
po odstranění paraffinu  vložíme skélko do roztoku m e th y ­
lové m odři dle Nissla a po pro jití  xylolem uložíme je 
do dam arské pryskyřice.

M a n n, (Z. f. w. mikroskop. 1894*) barv í směsi
1. 2 díly 1%  vodního roz toku  m ethylové modři,

9 dílů 1% eosinu,
20 dílů vody  dest.;

po odbarvení řezů diffcrencuje ty to  v slabě alkalickém 
abso lu tn ím  lihu.

2. D le  j iné  m e t h o d y  barv í  ře zy  z p araff in u  n ejdř íve  
1%  vodním  eosinem, potom  % %  to luidinovou modří, 
nebo 4%  m ethylovou modří. O dbarvuje  se alkoholem.

L e n h o s e k :  M aterial fixuje 50%  formolem po 
d v a  dny, kousky přenese do abs. lihu, ta k té ž  n a  dv a  dny, 
zalije do paraffn iu  a řezy barví as 5 m in u t v konc. roz­
toku  th ioninu. Řezy diffcrencuje v alkohol-anilinu (9 dílů 
alkoholu, 1 díl anilinového oleje) a m ontu je  přes xylol 
neb ca jep u to v ý  olej do balsám u.

M a r t i n o t t i  (Z. f. w. Mikr. 1884) barv í řezy as 
po dvě hodiny až i několik dní v nasyceném  roz toku  n i- 
g r o s i n u  v koncentrovaném  roz toku  kyseliny pikrové, 
po obarvení p rom ývá řezy směsí 2 dílů alkoholu a 1 dílu 
kyseliny m raveněí t a k  dlouho, až se diffcrencuje šedá 
h m o ta  od bílé. M ontování přes xylol do kanady . Podobné 
zbarvení obdržím e po barvení b l u e - b l a c k .  R ezy 
barv í se v 1/4% roz toku  as 1 hodinu neb v  slabém roz toku  
1 na  3000 po 24 hodin. Výsledek barvení závisí od hm oty  
původního  barv iva . D ifferencování pouze alkoholem, 
m ontován í přes xylol do kanady .

G a il g 1 i o v é b u ň k y  s p i n á 1 n í po obyěejném  
tvrzení v alkoholu se velice svraští; má-li se zachovati 
jich vzhled norm ální, u d áv á  G e h u t c h e n  tu to  fixační 
m ethodu  (t. zv. G i l s o n o v a  tek u tin a):

kys. dusičná (46% ) 15 cc
kys. octová ledová 4 cc
sublim át 20 g 

100 cc
880 cc

alkohol 60%  
voda  dest.

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 11
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Po fixaci p ro m ý v á  se m a te r iá l  1 hodinu  v tekoucí 
vodě, přenese do alkoholu s jod-jodkali.  Barví se tollui- 
dinem, differencuje 94%  alkoholem .

G o 1 g i h o m e t h o d a .
T ato  m e th o d a  im pregnace gangliových buněk  a jich 

výběžků  spočívá n a  srážení s tř íb ra  s dvojchrom anem  
d raselnatým . M ateriál, pokud možno nej čerstvější, dlužno 
uložiti do Múllerovy te k u t in y  nebo do te k u t in y  Erlickiho, 
po p řípadě do 2%  dvo jchrom anu  d raselnatého . J e s t  velice 
těžko udati,  jak  dlouho n u tn o  ponechati m ateriá l (jen 
male kousky) ve fixaění tek u tin ě ;  dle ú d a jů  jest nejlepší 
doba 20 d nů  v době le tn í (nebo za tep la) , delší v  zimě. 
Iíe li  in jikuje dvo jchrom an  hned  po sm rti zvíře te  přím o 
z ao r ty . Po u tv rzen í vložíme m ateriá l  do slabého roztoku 
A g N 0 3, ve k terém  n as tan e  ihned ěervenohnědé srážení 
s tř íb ra .  V to m to  roz toku  m ater iá l  om yjem e a přeneseme 
jej do ěistého 1%  roz toku  A g N 0 3. Im pregnace  docílíme 
asi po dvou dnech, necháme-li m ater iá l  v roz toku  s tř íb ra  
na  tep lém  m ístě s tá t i .  D oporuěuje se ěasem se přesvědčiti 
na  řezech z volné ru k y  a kon tro lou  pod mikroskopem , 
zda reakce již n as ta la .  Stalo-li se ta k ,  dlužno kousky  m a te ­
riálu  dobře alkoholem  prom ýti, aby  se odstranilo  veškeré 
stříbro . M ateriál řežeme bez zalití, řezy přenáším e přes 
alkohol do kreosotu , dále do te rp en tin o v éh o  oleje, do 
balsám u. P re p a rá t  nepřik ry jem e krycím skélkem, jelikož 
by se im pregnace po k rá tk ém  ěase z tra tila .

I u té to  m eth o d y  naleznem e řa d u  modifikací, týkajíc í 
se h lavně fixace, t a k  p řid áv á  se ke dvo jchrom anu  kyse ­
lina osmiěelá, j indy  opět formol a td .

N u tn o  upozorniti,  že jest to  m e th o d a  napros to  n e ­
spolehlivá; nesráží-li se někde stříbro, to  neznam ená, že 
v těch  m ístech není nervstva . N a podařených  p repa ­
rá tech  jes t velice dobře a jasně v iděti gangliové buňky, 
výběžky  etc.

Téže m ethody  možno u p o třeb it  i k impregnaci žluěo- 
vodů (kapillár) v já trech ,  v ý vodů  ve žlázách a td .

Vyšetřovací methody na neurofibrilly.

B e t h e  (Arch. f. wissensch. M. 1900, X V II. ,  Arch. 
f. m. A nat. 1900). D říve než někdo poěne podle té to  m e­
th o d y  pracovati,  jes t naprosto  nu tné, aby  se seznámil 
s originálním sdělením. M ethoda t a to  v p ravém  slova
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smyslu zvířila dobu vyšetřování neurofibrill. Bylo v y tý ­
káno autoru , že m ethodu  uveřejňu je  čistě z osobních 
pohnutek. J a k  sám praví, uveřejňuje  m ethodu svoji 
proto, aby umlčel pro tivníky; avšak  m ethoda  ta  jest n a ­
prosto nespolehlivá, a jak  sám uznává, nikom u z modifi- 
k á to ru  se asi nepovede, b y ť  i jen  náhodou, zdokonalit i ji 
tak , aby  to to  barvení bylo naprosto  jisté. Přece jest 
však možno při velké trpělivosti dosíci obrazů velice in ­
s truktivních , avšak  pouze jen na m ateriá lu  norm álním ; 
naprosto  nevhodnou jest ta to  m ethoda pro m ateriá l p a th o ­
logický.

• I. M ethoda pro m ateriá l n e rv s tv a  obratlovců.

A .  F i x a c e .
Čerstvý m ateriá l n u tno  n ařeza ti  v p lo ténky 4- 10 mm  

tlu s té  a vložiti je do 3— 7*5% kyseliny dusičné (spec. 
váh y  1-40), kde se občas obracejí, a ponechati je v ní 24 
hodiny. M ateriál tak to z  n i tro v an ý  musí nab ý ti  svčtlo- 
žluté barvy ; tm av o ž lu tý  m ater iá l  (silně znitrovaný) jes t 
naprosto  nepo třebný .

B. T v r z e  n  í.
Z kyseliny dusičné přeneseme m ateriá l přímo do 06% 

alkoholu na 12— 24 hodin, delší ponechání v alkoholu 
nevadí.

C.  V y m y t í  k y s e l i n y .
Z alkoholu přeneseme kousky na 12— 24 hodiny do 

směsi
am m oniaku  (spec. v áh a  0*95— 0-06) 1 díl
vody  dest. 3 díly
alkoholu 96%  8 dílů
Po v y m ytí  přijdou  kousky opět na 6— 12 hodin 

do alkoholu 96% .
D.  K y s e l ý  a l k o h o l .
K yselina solná (spec. váh a  1*18 — 37%  B.) 1 díl 
voda dest. 3 díly
alkohol 96%  8— 12 dílů.
V té to  tek u tin ě  z tra t í  m ater iá l  žluté zbarvení, stane 

se tém ěř bílým; od tud  přenese se opět do alkoholu na 
12— 24 hodiny.

E. Přenesení m ateriá lu  do vody ne déle než na 2 a z 
6 hodin.

U*
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F . M o l y b d e n o v á n í .
K ousky  přenesou se do 4%  roz toku  A m m onium  mo- 

ly bdá tu  (Am m onium  molybdenicum) na 24 hodin. (P re ­
p a rá t  Ammon. molybd. bílý, ve velkých krystalech jest 
m nohem lepší než p repará t  ž lu tý  v m alých krystalech.)

G. Z a l i t í .
K ousky m ater iá lu  se rychle omyjí v dest. vodě pře­

nesou se do alkoholu 96% na* 10— 24 hodin, dále do 
absolutního alkoholu a přes xylol neb chloroform do p a ra ­
finu (ne do celloidinu). Teplota  od A — E  musí b ý ti  as 
20° C.

Pro barvení fibrill 8— 15° C pro barven í Golgiho 
pletení 18— 30° C, n ikdy  však větší.

/ / . H o t o v e n í  ř e z ů  děje se v paraffinu  a při­
lepí se M ayerovým glicerin-bílkem na podložní skélko. 
Přilepené řezy přenesou se, jako obyěejně, přes xylol 
a alkohol na  k rá tkou  dobu y2— 1 m inu ty  do vody. Nej- 
správnější t loušťka  řezů jest 10^.

J .  D i f f e r e n c o v á n í  a b a r v e n í  tvo ří  ne j ­
těžší ěást té to  m ethody, poněvadž nu tno  pro každý 
kousek připraveného m ateriá lu  a pro každý d ruh  buněk 
vyzkusiti dobu barvení i differencování. Skélko s řezy 
omyje se ještě jednou destilovanou-vodou, aby  všechen 
alkohol byl odstraněn, a opatrně  se čistým  hadříkem  
na s tranách  a zespodu osuší. Po tom  pipetou nakapem e 
na řezy dest. vodu  as 1— 1-5 cc, položíme do th erm o sta tu  
55— 60° C, ne déle než 5— 10 m inut. P a k  vodu slejcme 
a nakapem e na řezy roztok t o l l u i d i n o v é  modři 
(1 díl na  3000 vody). Podložní skélko dám e opět do th e r ­
m osta tu  na 10 m inut, naěež se b arv a  dest. vodou omyje 
a skélko vložíme do 96% alkoholu. Veškeré barvivo, 
k teré  není vázáno na molybden, se v alkoholu rozpustí 
v modrozelené barvě. Neodcházejí-li již barevné vločky, 
vložíme skélko do absol. lihu, do xylolu a konečně p ři­
kryjem e řezy kanadskou pryskyřicí.

Ř ezy z mozku differencují se asi po 2— 6 minutách, 
z prodloužené míchy 3— 7 m inut, z m íchy 5— 10 m inut. 
V celku jsou dobře differcncované p rep ará ty  fialové neb 
ěervenofialové. Pro  bezobratlovce udává  B ethe konservo- 
vání ve  směsi 3 dílů koncentr. kysel, pikrové a 1 dílu 
koncentr. p ik ranu  am m onatého, naěež se ihned kousky 
vloží do m olybdenu. I bez dalšího differencování barví se
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fibrilly n e u r  o p i l u ;  buňky gangliové barví se po m o­
lybdenu  velice sytě.

C a  j a l  S. R . (Z. f. wiss. M. X X . 1903). M ethoda 
na vyšetřování neurofibrill osových válců a zakončení 
nervů  po im pregnaci stříb ra .

M ethoda ta to  spočívá na  imbibici dusičnanu stříbr- 
natého  a na  redukci s tř íb rna té  soli v neutrá ln ím  roztoku 
hydrochinonu nebo pyrogallolu.

M aterial nu tn o  vložiti do roztoku A g N 0 3 0*75— 3%  
a ponechati v teple  při 30—35° C. T ato  tep lo ta  jest nu tná, 
má-li se docíliti dobrého výsledku; v létě možno nechati 
m ateriá l při tep lo tě  pokoje, musí však býti tep lo ta  vyšší 
než 22° C. P ři nižší tep lo tě  jest nu tno  m ateriá l ponechati 
po delší dobu v  roztoku.

Důležitá jest koncentrace roztoku, a p ravidelně se 
stává, že čím slabší roztok, tím  lépe barví se fibrilly oproti 
světlé půdě; čím koncentrovanější roztok stříbra, tím  
m éně vyniknou fibrilly, ale t ím  vice jiné elementy (buňky 
jsou lépe konservovány, zvláště pak A u e r b a c h o v y  
konečné pupeny). Malé objekty, jako  kousky m íchy 
králíka, zůstanou 2 y2— s y 2 dne ve stříbře. Ponechání 
m ateriá lu  po delší dobu kazí výsledek. Větší objekty  
zůstanou pom ěrně déle v roztoku, as 4 dny. D obu ,, zrání “ 
jest n u tno  vždy zkusmo vyšetřiti ,  jelikož nedá se předem 
urěiti.

I. Ve většině p řípadů  užívá Ca jal 1*5% roztok dusič­
nanu  s tř íb rna tého  v  destilované vodě. Docílí dobré 
impregnace fibrill, nukleolů i zakončení nervů. 0*75 až 
0*5% roztoku užívá při impregnaci m ater iá lu  em bryo­
nálního nebo novorozených zvířat, 3%  roztok používá 
u m ateriá lu  od člověka a velkých ssavců; v něm  im preg­
nují se fibrilly a pericellulární rozvětvení. 5—6%  roztok 
používá se při vyšetřování bezobratlovců, kde se hlavně 
dobře im pregnují A u e r b a c h o v y  pupeny.

R e d  u  k  c e. P rep a rá ty  omyjí se as po 2 m inu ty  ve 
vodě a uloží se na  24 hodin do roztoku

hydrochinon (neb pyrogallová kys.) 1— 2 g
voda dest. 100 g
formol 5 g

Po redukci se m ater iá l řádně ve vodě opere po ně­
kolik m in u t a uloží do alkoholu a zalévá do celloidinu
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(paraffin není vhodný). Ř ezy musí b ý ti  t lo u š ťk y  10— 30 
a m ontu jí se do kanadského balsám u.

I I .  M ethoda barvení osových válců a neurofibrill 
v gangliových buňkách .

Dřívější m ethoda  nebarví vůbec osových válců. Nc- 
cháme-li však  s tříbro  účinkovat i na tv rzený  m ateriá l, a to  
v alkoholu čistém neb am m oniakálním , barv í se osový 
válec, zářezy Ranvierovy, vidlicovité rozdělení nervů  a td .

1. F ixování m ateriá lu  po 24 hodiny v  96%  lihu.
2. M ateriál vyp írá  se po několik hodin v dest. vodě 

a vloží se do roz toku  stříb ra .

Arg. n i tr .  1 g
voda dest. 100 g

Uloží se v th e rm o s ta tu  při 30— 35° C ; po im pregnaci
se m ateriál vym yje, zbaví přebytečného s tř íb ra  a uloží
do roztoku :

hydrochinon 2 g
voda  dest. 100 g
formol 5 g

3. M ateriál dobře propláchnem e vodou, uložíme do 
alkoholu a  zalévám e do celloidinu. Osové válce hnědo- 
ěerné, ncurofibrilly  velkých buněk  ěervenohnědé.

P re p a rá ty  nařezané mohou se ještě ztem niti  a u s tá li t i  
z la tou lázní.

A m m onium  sulfocyanat. 3 g
N a tr .  subsulfuros. 3 g
A uri ch lorat. 1% několik kapek.

P rep a rá ty  se vyperou, vloží do alkoholu a m ontu jí 
do kanadského  balsám u.

I I I .  B arvení neurofibrill velkých buněk  a jem ných 
nervových vláken.

1. M ateriál fixujem e v am m oniakáln ím  alkoholu:

alkohol 97%  100 cc
am m oniak  0-5— 1 cc.

Pro  větší kousky možno zvýšili procento am m oniaku  
na 1-5, nebo se ponechá m ateriá l v am m oniakálním  lihu 
déle, as 2 dny; nejlépe se osvědčilo tv rzen í po 24—36 
hodin.

2. P rep a rá ty  se dobře dest. vodou omyjí a uloží do
1-5% roztoku arg. nitrici. Redukce táž  jako  sub. I I .  udáno.
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B i e l s c h o w s k y  M. (Neurolog. Centrbl. X X I I .  
1903). Im pregnace neurofibrill n it rá tem  stříbra. Modifikace 
m ethody, uveřejněné 1902 (viz dříve).

1. Orgány fixují se 12% formolem (k terý  jest roz­
ředěn studničnou  vodou!). Orgány mají se vzíti po sekci 
za 24 hodin; jest úplně lhostejno, provádí-li se impregnace 
ihned nebo později, t ře b a  po letech.

2. Rezy zhotoví se na  m ikro tonu  po zm rznutí, nem ají 
b ý t i  t lustší než 20 /i.

3. Rezy přenesou se skleněnou jehlou do 2%  roztoku 
arg. n itr .  v  dest. vodě. P ochvy dřeňové obarví se ihned 
na hnědo (přenesou-li se řezy do roztoku chromové soli, 
obdržíme trva lé  zbarvení pochvy dřeňové na nervech).

4. P řip rav í se 3%  roztok am m oniaku, do kterého  
přenesou se řezy skleněnou jehlou; n i t rá t  s tř íb rn a tý  se 
ihned přemění na argentum  diam m onium -nitrá t,  při čemž 
se řezy žlu tavě zabarví.

5. Rezy vloží se na 10 m in u t do 20%  formolu.
6. Rezy se namoci jen na k rá tk o u  dobu do 3%  am ­

moniaku a
7. přenesou se do 0-5% roztoku dusičnanu stříbra, 

kde se stř íb ro  ihned srazí. R oztok  ten to  nu tno  po k rá tkém  
upotřebení vym ěniti .  Zde zůstanou řezy, až nabudou 
hnědé barvy , což t rv á  as % m inuty , načež se vloží do 
20%  formolu, kde nas tane  redukce, jevící se ve v y s tu p o ­
vání bílých vloček.

8. Rezy přenesou se k další redukci do 3%  am m oniaku  
a nakonec ještě  do 20%  formolu, kde úplně ztm avějí.

Rezy t a k to  zbarvené vk ládají se do zlaté lázně; na 
10 cc vody dají se 2— 3 kapky  1% chloridu zla tnatého , 
k čemuž se p řidá  několik kapek  kyseliny octové. V roztoku 
zla ta  změní řezy barvu  hnědožlutou na tm av ě  fialovou; 
k odstranění nezredukovaného s tř íb ra  vyperou se řezy 
v kyselé lázni fotografické, k te rá  se rozředí; řezy se potom 
důkladně promyjí, odvodní a m ontu jí do kanadského 
balsám u.

Veškeré ty to  impregnační m ethody vykazují mnoho 
vad, nejsou spolehlivé, dávají však dosti instruktivn í, 
hlavně dem onstrační p repará ty ; pro pathologický m ateriál 
jsou ovšem napros to  nespolehlivé.
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Neuroglia.

W e i g e r t .  M ethoda na barvení neuroglie v nervstvu  
u člověka spočívá:

1. na  tv rzen í centráln ího nervstva .
2. moření oxy dujícími sloučeninami kovů,
3. na  redukci těch to  sloučenin, a konečně
4. na  barvení.
Malé kousky, nejvýše as 5 m m  tlusté , uloží se do 

10% formolu na  4—5 dnů, při čemž se formol vymění. 
Potom  se přenesou do směsi

5%  octanu m ěďnatého,
5%  kyseliny octové ledové,
2-5% kamence chromového.

(Ve 100 cc vařící vody rozpustí se za stálého m í­
chání 2-5 g kam ence chromového, přidá se kys. octová
a nakonec tep rve  octan  m ěď natý  — v jiném  pořadí se 
obdrží hustá , zelená sraženina.)

V té to  tek u tin ě  zůstanou kousky 4— 5 dnů, načež se 
omyjí ve vodě, vloží do alkoholu k odvodnění a zalejí 
do celloidinu. Řezy celloidinové vloží se za příčinou 
oxydace na  10 m inu t do y3%  roztoku hyperm anganu, 
načež se důk ladně  omyjí a uloží do redukční tek u tin y .

Chromogen 5 g,
kys. m ravenčí 5 cc,
vody  dest. 100 cc

Před  upotřebením  na 90 cc toho to  roztoku přidá se 
10 cc roztoku n a tr ium su lfa tu  10%. V té to  teku tině  se 
řezy, k teré  byly  nad m anganem žlutě zbarveny, po málo 
m inutách  úplně odbarví.

B arvení ta k to  zredukovaných řezů se provádí tak to :  
P řiprav ím e za horka koncentrovaný  roztok  m ethylové 
violeti v 70—80%  lihu; po vych ladnu tí  sleje se rozpuš­
těná  barva , do k teré přidá se 5%  oxalová kyselina (na 
100 cc ba rv y  5 cc kyseliny). B ále se p řip rav í koncentro ­
vaný  roztok jodu v  5%  jodkaliu, a odbarvovací teku tina ;

Anilinový olej, 
xylol aa par t.  aeq.

Řez zredukovaný (po chromogen-kyselinč) se d v a ­
k rá te  vypere ve vodě, položí na podložní skélko, kde se 
řádně rozprostře; voda se rychle papírem vyssaje a na
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řez n ak á p n e  m ethy lová  v ioleť. Z barvení n as tan e  o k a ­
mžitě. B a rv a  se pap írem  n a  řez přiloženým  odstran í 
a n a  te n to  n ak áp n e  se jod-jodkalium , ve k terém  fialový 
řez ihned zhnědne. Jod -jo d k a liu m  odstran ím e opět filtro- 
vacím papírem , řez dobře vysuším e tím , že naft položíme 
několikrá te  složený filtračn í papír, k te rý  p řit lač ím e n a  řez 
a přejíždějíce několikrá te  p rs tem  po papíře, odstran ím e 
úplně všechnu  vodu  z řezu. N a  vysušený  řez nakapem e 
anilin-xylol, ve k te rém  se řez počne odbarvovati .  Směs 
olejů vym ěňujem e ta k  dlouho, pokud se te k u t in a  barv í, 
načež přelijem e řez čistým  xylolem a m on tu jem e do k a ­
nadského  balsám u. Byl-li řez řádně  obarven, tu  naleznem e 
v lák n a  ncuroglie m odrá, tčlo  buněk  žluté, jád ra  buněčná 
tm a v ě  fialová. Vazivo m á zů s ta t i  úp lně  bezbarvé. Me­
th o d a  t a  jes t dosti obtížná a  zároveň nejis tá . J a k  a u to r  
sám  udává , hodí se jen pro lidský m ateriá l,  n ikoliv  však 
pro m ater iá l  zvířecí.

Impregnace chloridem zlatnatým.

Periferní nervstvo , zakončení nervů  ve svalech, v epi- 
the lu  a td .,  je s t  možno im pregnova ti  solemi zla ta , kde 
se zbarv í h lavně osové válce nervů  s pochvou dřeňovou, 
jakož i v lák n a  bez pochvy  dřeňové. Soli zla ta , jichž 
možno použiti, jsou různé; zřídka používá se čistého 
chloridu z la tn a téh o  AnClz. P oužívaný  chlorid z la tn a tý  
jes t  podvojná  k rys ta lická  sůl s p řísadou  kuchyňské soli, 
k te rý  m á asi 25%  kovového zla ta . A urum  cb lo ra tum  
fuscum  (AuClz + 7720) m á asi 53% , Aurum  ch lo ra tum  
flavum  (AuCJz H  +  4H20 ) 48%  kovového zlata . Tyto 
p re p a rá ty  nem ají obsahovati žádné kuchyňské soli, jen 
vodu  a kyselinu solnou.

Veškeré v šak  t .  zv. čisté soli z la ta , jak  v obchodě 
přicházejí, m ají více než 14%  soli kuchyňské.

M ethoda im pregnace spočívá h lavně na  redukci 
chloridu z la tn a téh o  v kyselém prostředí. Ú daje , pokud 
se tý k a j í  d ru h u  kyseliny, jakož i koncentrace, jsou velice 
různé.

Rovněž jsou různá  m ínění au to rů  o tom , zda dlužno 
k im pregnaci solemi z la ta  použiti m ate r iá lu  úplně če rs t­
vého, či použiti m ater iá lu  poněkud odumřelého.

D r a s c h  (Zeitschr. f. wissensch. Mikrosk.) uvádí 
náhled , že jest nejlépe použiti m ateriá lu , k te rý  alespoň
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24— 48 hodin po odum ření ležel ve chladu, a myslí, že 
p rávě  vy tvo řen í se kyselých reakcí v  orgánu posm rtně  
uloženém, p řiprav í se m ate r iá l  tak ,  jako  se děje vložením 
čerstvého m ate r iá lu  do různých  organických i neorga­
nických kyselin.

N ejs tarš í předpis jest od R  a n v i e r  a, k te rý  použil 
šťávy  citrónové.

1. š ťáv a  c itrónová, 2. chlorid z la tn a tý ,  1 gr. do 
100 ccm v ody  deštili., 3. kyselina m ravenčí, 25 ccm v  75 ccm 
dest. vody. Š ťáv a  z c itronu  v y tlačená  se procedí a  do ní 
vloží sc m ateriá l, na  př. kousek příěně pruhovaného  
sva ls tva  as na  5—-10 m in u t;  potom  opláchne se rychle 
v dest. vodě a vloží do 1%  vodního roz toku  chloridu 
z la tna tého , kde ponechá se 20— 30 m inu t,  to t iž  ta k  dlouho, 
až se o b jek t  zbarv í c itrónově žlutě, naěež se přenese 
do rozředěné kyseliny m ravenčí ve vodě 1 : 3. V té to  
ponechám e m ate r iá l  as jeden  den (ve tmě!), po k teréž to  
době n a s ta la  redukce zla ta . M ateriál se zbarví růžově 
neb fialově modře, v lák n a  nervová jsou tem n ě  fialová. 
M ateriál možno u tv rd i t  i v lihu a obvyklým  způsobem 
zhotoviti  trva lé  p rep ará ty ,  neb uložiti do glycerinu a 
rozvlákniti.

C o n h e i m :
1. Chlorid z la tn a tý  1 g 

voda  dest. 2000 ccm
kyseliny solné 30 kapek.

2. Alkoholu 90%  50 ccm
kyseliny m ravenčí 50 ccm

M ateriál uloží se nejdříve do roz toku  chloridu z la t ­
natého, až se zbarv í do žlutá, naěež se ihned přenese 
do alkoholu s kyselinou m ravenčí, kde dojde k redukci.

L o w i t :
1. kyseliny m ravenčí 50 ccm, 

vody  dest. 50 „
2. chlorid  z la tn a tý  1 g 

v o d y  deštil 100 ccm.

Malé kousky čerstvého  m ater iá lu  vloží se do kyseliny 
m ravenčí (1) a ponechají se v ní ta k  dlouho, až jsou p rů ­
svitné, načež se vloží do (2) chloridu z la tna tého , nechám e 
je na tm av ém  m ístě  as 15— 20 m inut, a pak  je přenesem e 
do 1 roz toku  k redukci, kde se ponechají as 24 hodin
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načež se k další redukci přenesou do koncentrovaného 
roztoku kyseliny mravenčí. Prohlížíme trh an é  p rep ará ty  
v glycerinu.

K ů  h n e vk ládá m ateriá l do tek u tin  jako li o w i t ,  
ale redukuje  ve směsi:

glycerin 50 ccm 
voda dest. 50 ccm 
kyselina m ravenčí 20— 25 ccm,

R a n v i e r:
1 . chlorid z la tn a tý  1 g

voda dest. 1 0 0  em
kyseliny m ravenčí 25 ccm

2 . voda dest. 1 0 0  ccm
kyselina octová ledová 1 0  kapek.

Směs 1 . se vaří, načež se nechá vychladnouti;  do ní 
vložíme menší kousky m ater iá lu  a ponecháme je tam  
ta k  dlouho, až jsou p růsv itné  a zežloutly; potom je pře­
neseme do (2 ) slabě okyselené vody, kdež n as tan e  za 
1 — 2  dny redukce (zbarvení ěervenomodré.)

P r i t s c h a r d  u d áv á  velice dobrou redukční t e k u t in u :
Amylalkohol 1 ccm 
kys. m ravenčí 1 ccm 
voda  deštil. 98 ccm .

J in ý ch  předpisů redukčních tek u tin  nalezneme ještě 
velkou řadu; ta k  používá se slabého roztoku kyseliny 
solné, kyseliny šťavelové nebo kyseliny chromové 1 : 5000 
až 1 : 1 0 .0 0 0 ; kys. arsenové a  j. více. Z uvedeného v y ­
svítá, že možno použiti po žlutém zbarvení p repará tu  
chloridem z la tn a tý m  různých  redukčních teku tin , které 
musí obsahovat i vždy nějakou kyselinu. J a k  uvedeno, 
ta to  impregnační m ethoda jest velice nejistá, leč povede-li 
se, dáv á  velice poučných p repará tů .

Avšak značně lepších výsledků v barvení osových 
válců, p růběhu  vláken nervových bez dřeně a jich za ­
končení, obdržíme ta k  zvanou m ethodou E  h r 1 i c h o - 
v o u; je to  barvení vláken nervových za živa m e th y ­
lovou modří.

E h r l i c h  zavedl nastřikování čisté m ethylové modři 
rozpuštěné ve fysiologickém roztoku do cev, načež v y ­
šetřoval za čerstva a nalezl v lákna nervová, v lastně jich
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osové válce, in tensivně m odře zbarvena. J a k o  každá jiná  
m ethoda, t a k  i t a to  doznala ihned m noho modifikací 
a zároveň bylo prokázáno, že není to  skutečné barvení 
za živa, nýbrž , že možno i po sm rti, pokud m ate r iá l  jes t 
čerstvý  a pokud nepřišel do s tyku  se žádnou jinou te k u ­
tinou: vodou, alkoholem atd .,  barvení to to  se zdarem  
provésti. P okud  koncentrace b a rv y  se týče, jes t  udáno  
velice m noho různých  předpisů. N čkteří au to ři  používají 
velice koncentrovaných, jiní opčt velice zředěných roztoků.

Iv injekci za živa použitá  m odř musí b ý ti  úplně čistá 
bez chlorzinku, t a k  zvaná m edicínská m odř m ethylová, 
a nejvhodnější roztok k vstřikován í jest asi ten to :

čisté medicínské m ethylové m odři 1 g
0 *5 % roztok soli kuchyňské 200— 300 ccm .

Po v s tř ik n u tí  do cévy nechá se m ater iá l ležeti as 
Yz— 1 hodinu na  vzduchu, po k teréž to  době možno pak  
za čerstva  m ater iá l prohlížeti ve fysiologickém roztoku, 
nebo v hum or aquaeus, nebo i v  jiné indiferen tn í teku tině . 
Prohlížíme t ím to  způsobem  barvené tenké blány nebo 
p re p a rá ty  t rh an é .  N u tn o  uvésti, že s počá tku  vidím e 
velice krásně zbarveny elem enty  nervové v p repará tů  
pod krycím  sklíčkem uložené, avšak  po k rá tk é  době se 
úplně, tém ěř před očima, barvení ztrácí; pozvedneme-li 
krycí skélko a necháme-li p re p a rá t  volně n a  vzduchu, 
tu  opět nab u d e  dřívějšího zbarvení. P re p a rá ty  po m e th y ­
lové m odři možno jen  velice nesnadno udržeti .  J a k o  
fixační tek u tin y  používá se p i k r a n u a n i  m o n  a  t  é h o, 
kde změní se b a rv a  m odrá  do hnědá až černá, avšak 
p re p a rá ty  n ikdy  nejsou ta k  pěkné, jako  na  čerstvém  m a ­
teriálu. Ilodlám e-li zachovati p repará t  pro delší dobu, 
vk ládám e m ateriá l do směsi g lycerin-pikranu am m onatého  
a  pak  uschovám e v čistém glycerinu.,

K r e i b i s c h  Iv. (Berliner K lim . W ochenschr. 1913). 
R ongalitová běl (R ongalit weis) U nnou zavedena jest směs 
redukované m ethylové m odře rongalitem  a m á  velikou 
schopnost barven í osových válců. J e s t  m nohem  lepší než 
sam otná  m ethy l, m odř E h r l i c h o v a .

R oztok  0-5— 0 *2 % barv í jem ná v lákna . V stříkne-li se 
ten to  roztok  do veny  ušní u králíka, možno za 10— 60 
m inu t prohlížeti čerstvě zhotovené řezy, kde jsou v lákna  
nervová  a osové válce zbarveny . 2  cc 1 % roztoku na- 
s tř ih n u téh o  do d u t in y  břišní, v y k azu jí  za 1 hodinu dobře
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zbarvené nervy. R ohovkové nervy  možno posm rtně zbar- 
viti, vložíme-li rohovku do roztoku 0-3% (asi t ř i  kapky  
na 50 cc NaCl). Nastříknem e-li žábě in trav itá lně  do břicha
0-5— 1 % roztok, najdem e při vyšetřován í dobře zbarvené 
nervstvo. K onservováti možno v 5%  vodním  roztoku 
A m m onium m olibdenátu, doba tvrzení jest as 30— 60 minut, 
pak  se p re p a rá t  v ym yje  ve vodě a přenese přes alkohol 
a xylol do paraffinu.

I) o g i e 1 (Arch. f. mikr. A nat. 1890) uvádí, že ne ­
t řeb a  in jikovati za živa, nýbrž vk ládá  m ateriá l do slabého 
roztoku 1/15 % m ethyl, modři, rozpuštěné buď v kuchyňské 
soli nebo v hum or aquaeus na 10— 15 m inut, nechá ležeti 
volně na  vzduchu; větší kousky ponechá delší dobu 
v barvě. P rep a rá t  konservuje se v p ik ranu  am m onatém .

D obrých výsledků obdržíme při barvení nervstva  
u bezobratlových, kdež možno celá zv ířá tka  vložiti do 
slabého roztoku m odři ve vodě, neb pro mořskou faunu 
v mořské vodě. A p a t h y  používá k barvení nervových 
vláken, uzlin i gangliových buněk  u p ijavek vodného 
roztoku m odři v  y2 až y3 % soli 1 : 1 0 0 0  až 1 : 1 0 .0 0 0 .

V koncentrovanějším  roztoku nechá m ateriá l as 1 0  m inut, 
ve slabším as 1  hodinu. Po zbarvení opírá p rep ará t  v solné 
vodě a fixuje p ikranem  am m onatým .

Je s t  velice těžko obdržeti z ta k to  zbarveného m a te ­
riálu řezy, a žádná z různých  m ethod  se neosvědčila. 
P a r k e r  fixoval v sublim átu , pak  postupně sublim át 
alkohol. J e s t  n u tn o  vyše třova ti  pouze za čerstva!

Dlužno ještě uvésti, že m ethoda  ta to  nedává jen 
čisté zbarvení nervstva , m nohdy jsou i jiné elementy 
zbarveny, jako cévy, hladké svalstvo a td ., ba  m nohdy 
obdržíme obrazy, k teré  jsou úplně shodné s p repará ty , 
k teré  byly im pregnovány dusičnanem  stříb rna tým , na  př. 
hranice epithelových buněk  -atd. S. M a y e r ukládal 
rohovku do m eth . m odři a pak fixoval v p ikranu  am m o­
n a tém  a obdržel t .  z v. negativní obraz buněk v rohovce 
jako  po stříbře.

Elastická tkáň.

Jes t  veliká řad a  různých předpisů na  barvení t. zv. 
elastické tkáně; M a r t i n  o t t i  v (Zeit. f. wissensch. 
Mikr. 1887 sv. 4.) uvádí velkou řadu  různých zbarvení; 
sám udává barvení safraninem. Fixuje m ateriá l v 0*5%
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chromové kyselině, po v y m y tí  barv í v celku silně k on ­
cen trovaným  safran inem : 5 g safran inu  na  100 cc absol. 
alkoholu a 2 0 0  cc vody.

V barvě  ponechá m alý  kousek 48 hodin a déle, načež 
po vy p rán í uk ládá  m ate r iá l  do alkoholu a řezy z volné 
ruky  bez zalití ho tovené přenáší přes řeb íckový olej do 
kanady . M ethoda ta to  dáv á  pěkné obrazy, jest však  dosti 
obtížná.

Později byly  uvedeny m nohem  jednodušší m ethody, 
na př. b arven í orceinem a fuchsin-resorcinem.

U n  n a. 1 g orceinu rozpustí se ve 1 0 0  cc alkoholu 
a k roz toku  se p řidá  1 cc kyseliny solné. Ř ezy vloží se 
do té to  barvy , k te ro u  zahřívám e na 30° C, při čemž odpaří 
se alkohol a b a rv a  zhoustne, l tezy  vyperou  se důk ladně  
v alkoholu, až nepouště jí  již barevných  vloček. E las tická  
tk á ň  zbarv í se tem n ě  hnědoěcrveně, kollagenní vazivo 
světle hnědě.

T á n z e r. T a to  m e th o d a  jesft  podobna Unnovc. 
Orcein 0-5 g, alkohol abs. 40 cc, voda dest. 2 0  cc, kyseliny 
solné 10 kapek, l lezy  ponechají se od 1 -24  hodin, načež 
sc odbarvu jí  ve směsi: alkoholu 05%  2 0  cc, vody  dest. 
5 cc, kyseliny solné 0-1 cc, a to  ta k  dlouho, až neodchází 
již žádná  barva. K o n tra s tn í  zbarvení ja d e r  provádí se 
buď kam encovým  karm ínem  nebo m odří (tolluidin, po ly ­
chrom ová m odř a j. v.).

W  e i g e r  t  ů v  elastin . P ř íp rav a  to h o to  b arv iv a  jes t 
dosti ob tížná a p ro to  doporučuje se barv ivo  koupiti  již 
hotové. P ředpis  p ř íp ravy  je ten to :  2 0 0  cc dest. vody, 
4 g resorcinu a 2 g fuchsinu se vaří; za v a ru  p ř id á  se 
25 cc liquor ferri sesquichlorati a vaří se ještě  as 3 m inu ty , 
načež se barv ivo  nechá vychladnouti.  Po v y ch lad n u tí  
roz tok  sfiltru jem e; na  f i l t ru  zůsta la  vazká  sraženina, 
k terou  rozpustím e za v aru  (na vodní lázni) ve 2 0 0  cc 
alkoholu 94% ; vařím e as 5— 10 m inu t, nechám e schlad- 
nouti a p řidám e k barv ivu  tolik  alkoholu, abychom  
obdrželi opět po vypařen í objem 2 0 0  cc. Konečně sc 
p řidá  4 cc kyseliny solné. Obdržíme barv ivo  tem ně ěcr- 
venohnědé.

Ř ezy  vloží se z alkoholu do barvy  n a  5— 1 0  m inu t, 
načež se odbarvu jí  libovolně dlouho v alkoholu; e lastická 
tk á ň  zbarv í se tem n ě  modře, vše o s ta tn í  zůs tává  tém ěř 
nezbarveno. K o n tra s tn í  zabarvení provádí se buď pi-
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krovon kyselinou, nebo různým i barvam i červenými 
kochenillou, karm inkam encem  atd . Je-li barvivo správně 
připraveno, pak je ta to  m ethoda  úplně spolehlivá.

K on tra s tn í  zbarvení možno provésti před barvením 
elastické tkáně.

Žádná z ostatn ích  m ethod jako  Mallory, Lustgarten , 
Manchot, Schíitz a j. nemohou se srovnati se spolehlivou 
a jistou m ethodou W eigertovou, pročež jich ani neuvá­
díme.

K o l l a g e n n í  vazivo barví se nejlépe methodou 
v a n  G i e s o n o v o u  (viz níže). Vazivo kollagenní 
zbarví se červeně.

U n 11 a. B a r v e n í  k o l l a g e n n í c h  v l á k e n  
p o  Z e n k e r o v ě  t e k u t i n ě .

Kyselý fuchsin-anilinová modř-oranž. 1 % roztok k y ­
sel. fuchsinu rozředí se 1 0  až 2 0  díly vody. llezy  se as
1 — 3 m in u ty  barví, naěež se opláchnou a vloží do l ° / 0 

roztoku fosformolybdenové kyseliny na 1 m inutu . Po 
v y jm u tí  opláchnou se řezy důkladně v deštil, vodě, 
aspoň 2 krá te  vyměněné, a uloží se do vodného roztoku 
směsi anilinové modře 0-5 g a goldorange G 2 . 0  gr., š ťa ­
velové kysel. 2 . 0  gr., deštil, vody 1 0 0  kde se řezy pone­
chají 2 — 2 0  m inu t i déle. Po zbarvení důkladně odvodnit. 
K u zbarvení jader možno předbarv iti lith iovým  karm í­
nem. Kollagenní v lákna jsou jasně modrá; amyloid, 
hlen, hyalin, fibrin, protoplasma, elastická vlákna, osové 
válce, neuroglia, zbarví se červeně, krvenky a dřeň nervů 
žlutě. Rohovina svítí červeně.

Velice zajímavé jest udání v. M ó l l e n d o r f o v  o, 
k te rý  uvádí ve své práci, že převrátí-li pořad, to tiž  od­
barví-! i napřed udanou směsí barev a pak vloží řezy do 
kys. fosformolybdenové, že dostane úplně převrácené zbar­
vení.

U n n a. (Monatshefte f. p rak t.  Dermatologie X X X IV , 
1902). Differenciální barvení kollagenu od substance 
hladkých svalů.

Orcein 
Vodní modř 
Alkohol 
Glycerin 
Voda dest.

60*0 ccm 
1 0  0  ccm 
2 0 0  ccm.
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Řezy z m ateriálu , k terý  byl fixován ve směsích chro­
mových solí, barví se nejméně po 6  hodin v  udaném  roz­
toku. O dbarvuje se nakyseleným alkoholem. Odvodní 
se absol. lihem, prosvítí se olejem a m ontuje  do kanadské 
pryskyřice.

M il c i n (hlen) barv í se nejlépe v řezech thioninem. 
J á d ra  buněk  modrá, mucin ěervený.

U n 11 a barví řezy v polychromové modři as 1 m i­
n u tu  i déle, odbarvuje v nakyselené vodě a přenese řezy 
na  y2 m inu ty  do 1 0 % vodního roztoku dvojchromanu 
draselnatého, vypere ve vodě a přes alkohol, xylol ukládá 
do kanady; mucin se zbarví ohnivě fialově, vazivo modře.

I l  y a 1 i n. Ř ezy barví se v ‘2 % vodním  roztoku 
m agenta  (ěervená) — nebo v kyselém fuchsinu as 5 m i­
nut, vyperou se ve vodě a přenesou do koncentrovaného 
roztoku „ vodní m odř-tann in“ , po 5 m inutách se operou 
ve vodě a přes alkohol a xylol uk ládají se do kanady. Va­
zivo zbarví se modře, hyalin ěerveně.

F  i b r i n barví se různými barvivý, na  př. hae­
matoxylinem, eosinem, v. Giesonem a td . Nejlépe však 
jest, použijeme-li specielního barv iva  dle W e i g e r t a .  
B arvím e as 1 0  m inu t gentianovou violetí s anilinovou 
vodou, napotom  vypereme prepará t  ve vodě a osušíme 
filtračním  papírem. Po osušení nakapem e na p repará t 
L u g o 1 ů  v roztok, k te rý  necháme as y2 m inuty  působiti, 
při ěemž modře zbarvený prepará t zhnědne; ten to  roztok 
n ahnu tím  skélka odstraníme a opět papírem  vysušíme 
a odbarvujem e směsí anilinového oleje s xylolem 1 : 2  

ta k  dlouho, až žádné barevné obláčky z prepará tu  ne­
vystupují. J e  tém ěř vždy  nu tno  p repará ty , které mají 
bý ti W eigertovou methodou barveny, předbarviti buď 
košenilou nebo kam encovým  nebo lithiovým  karmínem. 
V to m  případě jsou jád ra  zbarvena ěerveně, fibrin (po pří­
padě bakterie) modře.

F r a e n k e l  doporučuje B e s t  ů v karm ín pro b a r ­
vení fibrinu, k te rý  se připraví tak to :

K arm ín  N accarate  0*5 gr 
Ammon. chlorat. 1 - 0  gr 
L ith ium  carbon. 0-25 gr

po důkladném  rozetření dá se směs do 25 ccm vařící deštil, 
vody. Po vychladnutí se přidá: Liquor ammon. caustic.
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1 0  ccm a d ruhého  dne se f iltru je . P re p a rá ty  musí býti 
fixovány a tv rzeny  v absol. alkoholu.

P r ů k a z  ž e l e z a  v ř e z e c h .  (Stoeltzner-Zen- 
t ra lb la t t  f. allgem. P atho l.  1 0 1 0 .) M ateriál fixujem e 
přímo v  alkoholu. Řezy barví se po 5 m in u t v 1% ferro- 
cyankalium  s přidáním  m alého k ry s ta lk u  fcrricyankalium  
a 1 k ap k y  kyseliny solné. Ř ezy p rop íra jí  se v deštil, vodě 
a zabarv í se kam encovým  karm ínem . Přes alkohol a xylol 
uloží se do kanad , balsám u.

Barvení tuku.

Vedle uvedených  reagencií a barvení na  tu k  (viz 
kyselinu osmiěelou, tvrzení tek u tin o u  Flem ingovou a td .)  
obdržím e velice pěkných  p re p a rá tů  po zbarvení S ú d á ­
n e m  I I I .

P re p a rá ty  m ohou b ý t i  fixovány  pouze ve směsích, 
k teré  nerozpouštějí tuk , n a  př. v Můllerově teku tině , v  t e ­
ku tině  Flem ingově, v kys. chromové, ve formolu a td . N e j ­
lépe, zhotovím e-li řezy po zm rznu tí;  řezy zbarvím e n e j ­
dříve haem atoxylinem , d ifferencujem e ve slabě nakysele- 
ném alkoholu, vym yjem e ve vodě a přenesem e n a  5 m in u t  
do koncen trovaného  roz toku  S u d a n u  I I I .  v  90%  
alkoholu, po tom  prom yjem e vodou a m ontu jem e do g ly ­
cerinu. J á d r a  b uněk  jsou zba rvena  modře, tu k  i t y  n e j ­
menší k apénky  jsou ěervené.

O k a j i m a barv í tu k  v ý tažk em  červeně z capsicum 
(španělský pepř). Celá v rs tv a  z per ikam bia  úp lně zralých 
p lodů capsicum  se ex trah u je  v  lihu 95%  a pak  se odpaří 
as o 1/ 5 objem u. Ř ezy  po zm rzn u tí  z formolu nebo d v o j ­
ch rom anu  dras. se barv í as 5 m inu t,  pak  se vyperou  n e j ­
dříve v 80%  lihu, n a to  v destilované vodě a potom  uloží 
do glycerinu.

Krevní sušené preparáty a jích barvení.

Velmi důležitou ú lohu ve vyše třován í klinickém a 
pathologickém  m ají nálezy různých  ú tv a rů  k rv inek  r u ­
dých, h lavně však  ú tv a rů  lymfoidních, pokud se týěc 
velikostí a různých  granulací. P ř i  granulacích  přihlíží 
se ke g ranu lacím  t .  zv. acido- a basophilním . Histologické 
v yše třen í krve za čerstva  (t. zv. n a t iv n í  p repará ty )  jest 
velice nesnadné, ačkoli veškeré ú tv a ry  a zm ěny krvinek

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 12
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rudých , jakož  i různé  ú tv a ry  lym foidních elem entů , 
i pokud  se tý ée  různých  granulací, jsou velice zřejmé, 
přece jes t  m nohem  snazší a lze se i m nohem  rychleji orien- 
to v a t i  na  p repará tech  sušených. N a  k ap k u  krve, k te rá  
se p íchnu tím  do n ap ro s to  čisté kůže p rs tu  objeví, p ř i ­
ložíme čisté krycí skélko a na  kap k u  na  sklíčku položíme 
o p a trn ě  bez t la k u  sklíčko druhé, k teré , jakm ile  se krev 
mezi oběm a kap illaritou  rozprostřela , s táhnem e rychle 
s tranou . N a  obou skélkách zů s táv á  přibližně s te jnom ěrně 
rozdělena krevní tek u tin a ,  k te rou  nechám e na  vzduchu 
uschnouti, což se s táv á  po k rá tk é  době. P re p a rá ty  ta k to  
získané možno 11a dlouhou dobu, když jsm e jich dobře 
označili, u schova ti  a je po tom  bez dalšího fixování barv it i .  
Dle n ěk te rý ch  ú d a jů  barven í jes t  n u tn o  p re p a rá ty  krevní 
fixovati,  a to  buď  horkem  ( 1 2 0 ° C), nebo m eth y lo v ý m  
alkoholem  nebo i ethy lalkoholem  absolu tn ím , acetonem , 
alkohol-é therem  a td .  F ixace dle W e i g e n r e i c h a :  
do skleněné n ád o b k y  nalije  se as 5 cc 1%  kys. osmičelé 
a p ř id á  se 1 0  kapek  kys. octové. Čistá skélka krycí vloží 
se do p a r  osmiových až n a  5 m in u t;  n a  ta k to  p řip rav en á  
skélka n a tře  se obvyk lým  způsobem  krev, načež se dají 
opět do p ar  osm ium -octových. Po 1 m in u tě  jes t  fixace 
p rovedena. P o tom  osuší se skélka nad  p lam enem , a v y ­
chladlá vloží se do slabě fialového roz toku  hyperm anganu , 
operou se ve vodě a usuší. V l i te ra tu ře  je nesěetné  m nož­
s tv í m ethod  barvení krevních  p rep a rá tů ,  avšak  udávám e 
jenom  ty , k teré  se nejlépe osvědčily. N u tn o  však  v aro v a ti ,  
abychom  nečinili z nálezů, kde se buď  elem enty  nezbarv í 
nebo n as tan e  jiné zbarvení, než m e th o d a  t a  neb ona udává , 
ně jakých  zvláštn ích  konklusí, n ebo ť ani jed n a  ze všech 
m ethod  není n ap ros to  spolehlivá a j is tá , a sebe menší 
úchylka, k te rou  nem ožno vůbec postřehnou ti,  jest schopna 
poda ti  n ap ros to  úchy lných  obrazů.

B arven í krevních p re p a rá tů  jes t  buď jednoduché, 
to tiž  barv ím e pouze jed inou  barvou  nebo po jedné (modré) 
ba rvě  následuje  zbarvení jiné (červené), nebo barv ím e 
směsí barev  již p ředem  přip ravenou .

P ro  první orientaci o m nožství lym foidních a po ­
dobných elem entů  v  krvi slouží nejlépe zbarvení h ae ­
m atoxylinem ; já d ra  b u n ěk  a m nohdy  plasm a urč itých  
buněk  jsou zře te lně  zbarvena , k rv en k y  rudé bezbarvé.

Jed n o  z nejlepších barv iv  jes t m e t h y l o v á  m o d  ř5 
a to  její 1%  v o dný  roztok, nebo barví se krá tce  L o f  1 e-
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r o v o u m odří m ethylovou (100 em  1%  roz toku  žíravého 
louhu přidáním  30 ccm koncentrovaného  alkohol, roztoku 
m ethyl, modři). H a e m a t o x y l i n - e o s i n .  B arvím e 
Ehrlichovým  kyselým  haem atoxylinem  (as 5— 10 minut), 
když byly sušené krevní p re p a rá ty  as po t ř i  m in u ty  f i ­
xovány  m ethylovým  alkoholem, kde předcházelo zab ar ­
vení eosinem (% %  eosinový roztok v  70%  alkoholu). 
B arvený  p rep ará t  vym yjem e, osušíme filtračním  papírem 
a uložíme do kanadské pryskyřice.

Barvení m e t h y l o v o u  m o d ř í  a e o s i n e m .  B a r ­
vení to to  dalo původ velice různým  m ethodám ; užívá 
se eosinu jako  barvy  kyselé, m ethylové modři jako ba- 
sické. P rep a rá ty  fixují se buď v teple 120° C nebo v  m e­
thylovém  alkoholu a barv í se asi 5 m in u t v 0-5% eosino- 
vém  roztoku v  70%  lihu, načež se omyjí, osuší nad p la ­
menem a barv í se vodním  1% roztokem  m ethylové modři. 
Barví-li se příliš dlouho m ethylovou modří, tu  ztrácí se 
zbarvení eosinové.

B arvení dle v. Míillera. N u tn o  připravit!  si roz­
to k  eosinový a to  y2%  roztok  alkoholický (70%), dále 
vodový 1 4 % roztok m ethylové modři nebo E h r l i c h o v y  
modři. P rep a rá ty  nu tn o  fixovati v  m ethylovém  alkoholu 
nebo ve smčsi s te jných  dílů acetonu  a m ethylalkoholu. 
Aniž se p re p a rá t  z te k u t in y  omyje, vloží se do % %  roz­
toku  eosinu alkoholického a barv í se 3 m in u ty  a po omytí 
vloží se do čerstvé připraveného roztoku: 20 kapek  % %  
vodového roztoku m ethylové modři, 10 kapek  % %  roz­
toku  eosinu v 70%  lihu, kde se barv í as % m inuty . Po 
om ytí n u tn o  rychle n ad  ohněm usušit i, nesmí se však 
p repará t  , ,p řipá li t i“ . Po správném  barvení jsou jád ra  
buněk  m odrá, eosinofilní granulace červené, neutrofilní 
tm avočervené, basofilní granula nezbarvena.

J  e n n e r o v a  m ethoda. P ř íp rav a  toho to  barv iva  
jes t dosti obtížná, pro to  jest nejlépe použiti již hotového 
roztoku. N a vzduchu fixované p rep a rá ty  barví se as
2— 3 m inuty , operou se ve vodě a nechají n a  vzduchu 
oschnout i. Vedle krvenek  barví se velice d is tink tně  i g ra ­
nula, hlavně basofilní, k te rá  za jiných  m ethod  se nebarví. 
Podobná je m ethoda  M a y -  G r ů n w a l d o v a .  Možno 
barv ití  p re p a rá ty  n a  vzduchu fixované 2 m inu ty  až 24 
hodin. Po obarvení se operou v  dest. vodě a suší na  v zd u ­
chu. E ry th ro c y ty  jsou jasně červené, jád ra  tm avom odrá , 
acidofilní g ranu la  tem ně  červená, basofilní tem ně modrá.

12*
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G i e m s a, azurové barvení. P rep a rá ty  fixují se 
v  ethylalkoholu  % až y2 hodiny  nebo v  m ethylovém  
alkoholu 5— 1 0  m inu t.  Základní barv ivo  se rozředí, a to  
do 1 cc vody  1 k ap k a  barv iva ; p re p a rá ty  se ponechají 
v barvě  as 34— 34 hodiny; ohřá tí  b a rv y  n a  30— 40° C 
urychlí barvení. P rep a rá ty  om yjem e dest. vodou, osu­
šíme a uložíme do kanadské pryskyřice. B arvení to to  
předčí větš inu  různých  údajů , jako  R  o m a n o v  s k é h o 
barvení, k teré  jes t  velice obtížné, poněvadž n u tn o  b a r ­
v ití dvěm a roztoky v nap ros to  urč itém  pom ěru; j inak  po ­
v s táv a jí  sraženiny,

C i e c h a n o v s k i .  B a r v e n í  k a p i l á r  ž l u ě o -  
v o d ň  W e i g e r t o v o u  m e t l i o d o u  n a  m y e l i n .

Malé kousky ja te r  fixu jí se ve 2 — 4%  formolu, as po 
dva dny, načež se odvodní alkoholem a zalijí do celloi­
dinu. Ř ezy  velice tenké (5— 10 /i) vloží se do mořidla, 
a to :  0-5% kys. chromové as n a  2  hodiny. Po v y m y tí  
vloží se řezy do octanu  m ěď natého  (nasycený roztok, 
k te rý  možno až na  y2 rozřediti) na 5— 12 m inu t. P ro m y té  
řezy vloží se do W eigertova haem atoxylinu, kde po obar­
vení (po vy tvořen í laku  chrom om ěďnatého) odbarvuje  
se W eigertovou tek u tin o u  (borax — červená krevní sůl). 
P re p a rá ty  do Šeda zbarvené jes t  n u tn o  z te k u t in y  vy- 
jm outi, důk ladně  v y m ý tí  a m ontovati přes xylol do bal- 
sámu. (M ethoda dosti nejistá, po dobrém  obarvení dává 
však  velice názorné obrazy.)

Barvení řezů orgánů lymfoidních a krvetvorných.

Uzliny lym fatické, slezina a dřeň kostn í fixují se 
v různých  fixačních prostředcích (Múller-formol, Múller- 
osmium, Zenkerova teku tina , p ikrová kyselina atd .) , za ­
lijí do paraffinu a hotoví se velice jem né (5 fi) řezy. Vedle 
obyčejných  barv iv  možno použiti na  barven í g r a n  u 1 
v buň k ách  různých  m ethod. E h r l i c h ů v  t r i a c i d :  
po fixaci v  sub lim átu  barv í se po 5 m inu t,  po rychlém  
oprání řezů differencuje se v  slabém roztoku kyseliny 
octové (1 : 3000), načež se p rep a rá t  odvodní, vy jasn í v  x y ­
lolu a uzavře  do balsám u.

S t e r n b e r g  barv í jem né paraffinové řezy po fixaci 
v  alkoholu v  roz toku  G i e m s a  (0*4— 0-5 cc zák ladního  
barv iva  na  2 0  cc vody) po 24 hodin. P re p a rá t  opláchne 
se ve vodě a differencuje v 3 4 % kys. octové, kdež od-
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cházejí m odravé vločky a řez červená. Řez osuší se fil­
tračn ím  papírem, nechá se jen  po k rá tkou  dobu v  alko ­
holu, kde poněkud zm odrá a uloží se přes xylol do balsámu.

S c h r i d e barví po fixaci Muller-formolu v roztoku 
Giemsa ( 2  k ap k y  na 1 cc vody) po 2 0  m inut. Opláchne 
řez ve vodč, osuší f il tračn ím  papírem  a vloží jej do abso­
lu tn ího  čistého acetonu na  1 m inu tu ; v acetonu nesmí se 
barva  ex trahovati.  Z acetonu přenese řezy do xylolu a do 
balsám u.

Granula v buňkách.
O x y f i l n í  g r a n u l a  barví: L o c 1 e (Centrbl. 

f. P a th .  1911) tak to :

a .-naphto li 1 g
Glycerini 2  ccm
Kal. hydrooxydat. 25% 1 ccm

se rozpustí a p řidá  1 0  ccm vody. Na řezech z čerstvého 
m ateriá lu  po zm rznutí barví se granuala leukocytů černě. 
Možno k roztoku přida ti  eosin neb methyl, modř. Barví- 
me-li 24 hodin, barví se i o s ta tn í granula. P ro  p repará ty  
ze sleziny jest lépe p řidati  gentianovou violeť.

M a r t i n o t t i .  Rczy z paraffinu , nalepené na podlož­
ním skélku a zbavené paraffinu, poleji se jen tolik, aby  
se přikryly: M a y-G r u n w a 1 d o v  ý m roztokem  barv í 
se asi 1 m inu tu . Aniž se barv ivo  odstraní, nalije se na  
p rep ará t  deštil, voda, ale ta k  opatrně, aby  nepřetekla  
přes skélko. Barvím e dále as po 2  m inu ty . P ak  o d s tra ­
níme barvivo, aniž p rep ará t  opláchneme a nakapem e
na řezy roztok „ G i e m s a "  ( 1  kapku  barv iva  na  1 ccm 
vody). Řezy omyjeme, osušíme filtračním  papírem, 
rychle je proneseme absol. alkoholem a přes xylol m o n tu ­
jem e do kanadské pryskyřice. Tohoto  barvení možno 
použiti po různých fixacích, hlavně však  po směsích se 
sublimátem .

N a prepará te  jsou zbarvena jád ra  modře, eosinofilní 
buň k y  šarlachově červeně, neutrofiln í a žírné buňky  
fialově.

P a n c h r o m  p i k r i n o v á  m e t h o d a  pro 
orgány haemopoctické dle P  a p p e n h e i  m a.

Orgány fixují se v tek u tin ě  O r t  h o v č neb Zenker- 
H  c 1 1 y h o, nebo ve směsi některé  z nich s kyselinou 
osmičelou. Paraffinové řezy barv í se nejdříve asi po 5 mi-
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n u t  ve zředěném  roztoku  M a y  - G r ů n w a l d o v ě  
1 : 3 a  přenesou se bez om ytí do zředěné směsi pan- 
chrom atické:

M ethylová m odř 1 g
Tolluidinová m odř 0-5 g 
Azur I. 1 g
M ethylová v ioleť 0-5 g 
Eosin 0*75 g
M ethylalkohol 250 ccm
Glycerin 300 ,,
Aceton 50 ,,

Z to h o to  roz toku  p řiprav ím e barv ivo  tak , že k 2 0  ccm 
vody  přidám e 1 0  kapek  roztoku; barvím e 2 0  m inut, 
řezy důk ladně opereme a vložíme do vodného roztoku 
kyseliny pikrové 1 % nebo do roztoku p ik ranu  am m ona- 
tého  0 -1 % na ta k  dlouho, až úplně zěernají. P a k  se opět 
dobře operou. Zvláštní pozor musíme dá ti  při odbarvo ­
vání ve směsi alkohol abs. 1 , aceton 1 , xylol 12— 16 dílů. 
Rezy osušíme filtr, papírem , naěež je dám e do směsi 
alkohol-aceton-xylol, pak  je vyjm em e, opět osušíme a 
dám e je znovu do směsi, konečně do ěistého xylolu a do 
kanadského balsám u.

F  i s c h e r barv í řezy dvojitě , a to  nejdříve k am e n ­
covým karm ínem , k te rý  se differencuje v  nakyseleném  
alkoholu (4 cc kys. solné na  100 cc 70%  alkoholu), opere 
ve vodě a barví dále po 1— 24 hodin v  roztoku: 30 cc 
vody, 7 kapek  kysel, octové 1 : 1 0 0 0 , 60 kapek  roz toku  
M a y  - G r ů n w a l d o v a .  Differencuje v  kys. octové 
(na 150 cc vody  1-—2 k ap k y  kys. octové), až vystoup í 
jasně granula  v  buňkách ; po rychlém  odbarvení v abs. 
lihu u k lád á  řezy do xylolu a balsám u.

Z i e 1 e r barv í řezy po fixaci v  O rthově nebo Zenke- 
rově tek u tin ě  5 m in u t v 0*25% M ay-G růnw aldově ro z ­
toku, po opláchnutí v dest. vodě převede je přes aceton do 
kanadské pryskyřice.

B u t t e r f i e l d  barv í řezy z m ater iá lu  fixovaného 
v 1 0 % formolu v  řídkém  roz toku  M ay-G růnw aldově po 
5— 10 m in u t  a odbarv í v  abso lu tn ím  lihu.

A s s m a n  n  fixuje m ater iá l  v Zenkerově teku tině ;  
řezy barv í po několik hodin v roztoku M ay-Grůnwaldově, 
differencuje 15 m inu t v 20 ccm vody  s p řidán ím  5 kapek
0 -1 % kyseliny octové. Odvodní v abso lu tn ím  lihu.
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P a p p e n h e i m  fixuje v Zenkerově tek u tin ě  s p ř i ­
dáním  1 0 % formolu; barví 30 m inut v roztoku May- 
Grůnw aldově při 37° C. O dbarvuje  v slabé kys. octové, 
potom  aceton, alkohol.

H  e 11 y fixuje m ateriá l v  Zenkerově teku tině  po 
24 hodin s přidáním  5 % formolu. Vypírá po 2— 24 hodin 
v tekoucí a opláchne v deštil, vodě. Řezy barví v roztoku 
M ay-Gríinwaldově na polovic vodou zředěném po 2— 24 
hodin, naěež diffcrencuje ve 1 0 0 % lihu.

E l l e r m a n  n  fixuje m ateriá l (tenké, as 2  mm  
t lus té  p látky) v teku tině  IIclly-Maximově (viz tu to  str. 61). 
Rezy as 5/t silné předbarv í formol-eosinem (1 % eosin ve 
vodě 5 ccm, formolu 0*2 5 ccm) 15 m inut, naěež barv í řezy 
v roztoku M ay-Grůnwaldově na  polovinu vodou zředěném 
po 30 m inu t; přenese do destillované vody n a  5— 10 
m inut, naěež diffcrencuje v 1 0 0 % alkoholu po 2 — 4 mi­
n u ty  a přes xylol uk ládá do kanadského balsám u.

Slabší alkohol než 1 0 0 % nedává dobrých výsledků. 
N a dobře zbarvených řezech jsou jádra intensivně zbar­
vena, re ticulum  a vazivo slabě modré, neutrofilní granula 
jsou špinavě ěervená, eosinofilní sytě červená; basofilní 
granula tem něm odrá. E ry th ro cy ty  a cry th rob lasty  mají 
protoplasm a hnědě ěervené.

O x y d a s y  a p e r o x y d a s y .

L o c 1 e. (M. med. Woch. 1 0 1 0  Folia haematolog.
1912.) Oxydásy-

I .N a p h th o l-  N aph tho l 1 g
Louh d ra s .2 5 %  1 ccm
aq. dest. ad. 2 0 0

Barviti řezy zmrzlé, fixované ve formolu.

II .  N aphthol- N aph tho l 0*5 g
L o u h d ra se ln a tý  25% 1 0  

Glycerin 20
Vody 100

B arví se řezy, po fixování ve formolu, zmrzlé; barví 
se jen granula.

N aphthol-G entianová violeť. Použije se barv iva jako
II .  naph tho lu , k tom u  se přidá 10 cc vodného roztoku 
Gentiánové violeti. F il trova ti  dlužno přímo na hodinové 
sklíčko, kam  se řezy uloží. Rezy fixované ve formolu po
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zm rznutí nu tno  barv ití  po 24 hodin. Dobarvení se provádí 
vodným  roztokem eosinu.

P e r o x y d á s y - U n n a .
Řezy nu tno  zhotoviti z čerstvého nefixovaného m a ­

teriálu.

Směs ta to  se za tep la  rozpustí, do sfiltrované barvy 
ukládají se řezy z dest. vody skleněnou jehlou, kde se 
ponechají as 2  až 5 m inut. N a to  vyjm ou se skleněnou jehlou, 
opláchnou v dest. vodě a ukláda jí se na podložní sklíčko 
do arabské klovatiny. Trvalé p repará ty  možno zhotoviti 
t ím  způsobem, že obarvené a opláchnuté řezy vloží se 
do 1 0 % molybdeftanu am m onat. a přes alkohol xylol 
uloží se do pryskyřice.

Některé důležitější reakce botanické.

B u n i ě i n  a.
Buniěina zmodrá roztokem jodu  v  chloridu zineě- 

natém . V kyselině solné rozpustí se čistý zinek v nadbytku , 
ten to  roztok odpařím e na vodní lázni na  hustou te k u ­
tinu . K  20— 30 g přidá se 5— 6  g jodidu draselnatého 
a 1 g jodu. N a reakci použije se jedné kapky.

D ř e v o v í  n a.
D řevovina pozná se po reakci roztokem síranu an i­

línu, jímž zežloutne.
Roztok phloroglucínu v kyselině solné zabarvuje 

zdřevnatčlé části ěerveně (7 em kyseliny solné, 8  em a l ­
koholu, 0 1  g phloroglucínu).

Dřevovinu možno prokázati na  řezech též zbarvením.
Dle Z im m erm ana barví se tenké řezy as % hodiny 

vodným  roztokem fuchsinu, přenesou se na k rá tko  do 
kys. pikrové (zásobní nasycený roztok kys. pikrové v a l­
koholu 1 díl na 2  díly vody). Rezy ztemní, na to  se v alko­
holu odbarvují a přenesou se přes xylol do kanadského 
balsámu. Podobného zbarvení možno dosíci i jiným i 
barv ivý  (safranin, kys. fuchsin gen tiana viol, dle Gram- 
m a atd.).

M ethyolová m odř 
Rongalit 
25%  kys. solná 
Vody dest.

0-2
0-4
4 kapky 
1 0  cc.
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K o r e k .
Je s t  celá řad a  chem ických reakcí na  p růkaz zkor- 

kovatě lých  stěn  buněčných. Jo d  s kys. sírovou, nebo 
roz tok  jodu v chloridu zineěnatém  zbarví korek žlutě až 
hnědě. Nechá-li se na  řezy působiti E au  de Jave lle  po 
1 — 2  hodiny, zbarví se použitím  chloridu zineěnatého 
zdřevnatě lé  s těny  buněk  fialově, zkorkovatělě pak  žlutě.

Máme-li korek z jis titi  barvením , t u  n u tn o  použiti 
týchž  barviv, jako  pro tu k y :  Šarlachová ěerveií, Sudan, 
A lkanin  a j. Sudan n u tn o  rozpustiti  ve s te jných  dílech 
alkoholu-glycerinu. Řezy polité barvou zahřejí se do varu  
(alkoholu). K orek zbarví se ěerveně.

D vojité  zbarvení n a  dřevovinu  a korek možno různě 
provésti, na  př. b a rv it i  fuchsinem, n a to  kys. p ikrovou 
a dobarv iti  kam encovým  haem atoxylinem . D řevovina jest 
ěerveně, korek m odře zbarven; podobně barv í safranin- 
anilínová m odř a jiné kom binace.

B í l k o v i n y .
Bílkoviny se prokazují v řezech barvením  d eh to v ý ­

mi barv ivý  jako: fuchsin, m ethy lová  m odř a j.

T ř í s l o v i n a .
Tříslovina se pozná roztokem  zelené skalice (vytvoří 

se černozelené neb cernom odré sraženiny ta n á tu  želez- 
natého).

P r y s k y ř i c e .
N aprosto  jisté m ethody  na  mikroskopické prokázání 

pryskyřice nem ám e. Působí-li vodný  roztok octanu  měď- 
na téh o  po delší dobu, nejm éně 1 tý d n e  (lépe jest nechati 
působiti ještě déle na pryskyřici), zabarv í se ta to  sm a­
ragdově zeleně. B arv u  tu to  i po v y m y tí  v tekoucí vodě 
podrží. Rezy možno v slabém alkoholu konservovati a 
po tom  uložiti do glycerin-gelatiny.

T éto  m ethody  se dá  použiti při v y še třován í m yko- 
logickém.

R e a k c e  n a š k r o b  a b a r v e n í  š k r o b u .
Nejdůležitější reagens na  škrob jes t jod. Mayer po ­

užívá k důkazu  škrobu roz toku  jod-jodkalia: 0-5 g jo d ­
kal ia rozetře  v  m além m nožství dostihované vody  s 2  g 
jodu  a po rozpuštěn í doplní se dest. vodou na 1 0 0  ccm. 
P rep e rá ty  po jodové reakci nejsou stálé.

P růkaz  škrobu v chloroplastech a jinde možno dle 
M ayera provésti chloral-jodem; 5 g ch lo ra lhydrá tu  ve
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2  g vody  nasy tí se jodkaliem . P ři  provádění reakce přidá  
se k roz toku  několik k rysta lů  čistého jodu. Chloralhydrat 
prosvítí dosta tečně p repará t,  zrnečka škrobu zbarví se 
modře.

B a r v e n í  š k r o b u .
Suchá zrnka škrobová možno zbarv iti  t ím  způsobem, 

že sm íchám e škrob s barvou, nechám e opět uschnouti, 
n a to  přclcjeme pikrovou kyselinou neb velice slabým  
roztokem  kalc ium -n itrá tu .

F ixování p repará tů , ve k te rých  hodlám e prokázati 
škrob, děje se nejlépe v roztocích a směsích chrom ových 
solí. Skoro veškerá básická deh to v á  barv iva  barví rychle 
škrobová zrnečka. Zvláště silně barv í gentianová a m e­
thy lová  violeť.

N ě m e c .  (Ber. d. bo tan . Gessel. 1900). F ixování 
p re p a rá tů  děje se kys. chrom ovou neb Flemingovou t e ­
kutinou, neb dle udání Němce: N asycený v odný  roztok 
kys. chromové 1 0 0  dílů, vody 2 0 0  dílů, kys. octové led. 
y2 dílin kys. sírové y2 dílu (pro jem né organismy jen  1/ 10 

dílu). Řezy přenesou se z vody  n a  1 0 — 0 0  m inu t do 2 % 
vodného roztoku tan inu , operou se ve vodě as po 1 m i­
nu tu , pak  se přenesou na 5— 15 m inu t do m ořid la % %  
dávivého kam énku. K onečně se as po 3 m inu tách  v y m ý ­
vají v  několikrá te  vym ěněné vodě a vloží se do barvy , 
nejlépe gentianové violeti, na  30 min., naěež se vyperou  
a  odbarvil jí v alkoholu ta k  dlouho, dokud vycházejí b a ­
revné vločky, naěež se přenesou přes xylol do kanadské 
pryskyřice. Škrob zbarven  tm av ě  fialově; možno před- 
barviti parakarm ínem  neb železitým haem atoxylinem .



XI. Injekční methoda mikroskopická.

Při vyšetřování průběhů  a vz tahů  cev v  různých 
orgánech jest nu tno  cévy až do nejjemnějších kapillár 
náplni ti  nějakou barevnou massou, k terá  by to to  studium  
umožnila. N aplňování i těch nejjemnějších cev tou to  
m ethodou nazývám e i n j e k c í  m i k r o s k o p i c k o  u 
na  rozdíl od injekce makroskopické, kde jde pouze o n a ­
plnění jen hrubších větv í cévních, které možno m akro ­
skopicky preparovati. Mikroskopická injekce provádí se 
většinou barevnou massou, k terá  jest p r  ů h 1 e d n  á. 
Nej obvyklejší jest barva m odrá pro venosní a barva  
ěervená (karmín) pro arterielní systém. V některých 
případech však  použijeme barev t. zv. opakních, 11 e- 
p r  ú h l e d n ý c h .  T ak to  injikované ccvy studujem e 
při dopadajícím světle. Těchto barevných mass užijeme 
jen ve zvláštních případech, hlavně v korrosivních in­
jekcích.

Příprava barev pro mikroskopickou injekci.

B a r v a  ě e r v e n á  — k a r m í n .  K mikrosko­
pickým injekcím používáme barev, které zůstávají p rů ­
hlednými; jsou to  po většině barvy  přim íchané k tek u té  
gelatině. P říp rava  ěervené karmínové massy injekční jest 
velice obtížná. Dlužno uvésti, že massa injekční musí bý ti 
tak  připravena, aby  barva  nebyla z cev extrahována, 
jinak  zbarví nám  celé okolí, a injekce jest nezřetelná. 
V tom  případě říkáme, že barva  diffunduje. V druhé řadě 
nesmí bý ti  barvivo, které přidám e do gelatiny, sraženo. 
P ak  jest injekce naprosto nevzhledná, výplně cev jsou 
neprůhledné a zrnité.

J iž  z toho, že nalezneme v různých knihách velkou 
řadu  různých předpisů k hotovení ěervené barvy  injekční, 
možno soudit i na obtížnou přípravu  její. P ř íp rava  jest 
t a to  :

Určité množství čistého suchého karmínu, t. zv. 
naccaratu , rozetřeme na misce na prášek, pipetou na-
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kapám e do něho ěistého am m oniaku  a mícháme skleněnou 
tyčinkou. Am m oniaku dám e tolik, kolik jest nutno, aby  
se všechen karm ín  rozpustil. Iv té to  husté  barvě  přidám e 
to lik  destilované vody, kolik nu tno , aby  b a rv a  zůstala  
hodně sytá. B arva  toho to  karm ínu  am m oniakálního jest 
sy tě  fialová.

N a velkou porculánovou misku připrav ím e si čistou 
gelatinu, na  k terou nalejeme destilovanou vodu, ve k teré 
nechám e gela tinu as y2 až 1 hodinu ležeti, aby  se náležitě 
prom yla. Za tu  dobu gela tina nabob tná , po slití p řeb y ­
tečné vody gelatinu ohříváme ta k  dlouho, až se ú- 
plně rozpustí. Do teplé te k u té  gela tiny vlejeme za 
neustálého míchání skleněnou tyčinkou  přip ravený  roz­
tok  karm ínu . K arm ínem  zbarví se gela tina do tm avo- 
ěerveně-fialova. Trochu karm ínu  uschovám e do skleněné 
ep rouvetty  za příčinou další kontroly . Je-li gela tina 
dobře s barvou promísena, tu  přistoupím e k  neutralisaci 
barvy; v  tom  spočívá hlavní v tip  správné přípravy. 
K dybychom  to u to  gelatinou, ze k teré  jest dosud cítiti 
am m oniak, m ateriá l injikovali, t u  karm ín  diffunduje 
úplně z cev a celé okolí se zbarví.

P řiprav ím e si 3— 5%  kyselinu octovou, k terou  
nu tno  am m oniak neutra lisováti; neutralisaci provádím e 
velice pom alu a opatrně . G elatinu uschovávám e ustavičně 
ve stavu  tekutém , a do ní p ipetou  nakapávám e za n e ­
ustálého míchání připravenou kyselinu octovou. Jakm ile  
ukápnem e kyselinu do barvy, t u  vidíme, že na  místě 
k apky  změní se ihned tm av á  fialová barva  do barvy  cili­
lově světle červené. Vkapujeme, jak  již uvedeno, po ­
malu kyselinu do barvy, při čemž po k ra tš í  neb delší 
době pozorujeme, jak  mění se b a rv a  karm ínu  a jak  s tává  
se světle červenou. S počátku  možno sice poněkud ry ch ­
leji vkapovati,  avšak  později již jen velice opatrně. Čas 
od času srovnávám e různost a p řem ěnu barvy po kyselině 
s onou základní barvou, k terou  jsm e si ponechali v eprou- 
ve ttě .  Nesmíme zapom enouti, a s t ím  dlužno rovněž 
při neutralisaci poěítati, že neustá lým  ohříváním uniká 
též část am m oniaku. K dyž pozorujeme, že se b arv a  zm ě­
nila na jasně červenou s nádechem  do fialova, přestanem e 
vkapovati.  B arva gela tiny nesmí se zm ěniti na barvu  
světle červenou, cihlovou, to tiž  na  takovou, jakou  pozoru­
jeme po každém  v k ápnu tí  kyseliny do gelatiny.
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Z i není-li se ba rva  až do světločervena, pak  jest sražen 
karmín, k te rý  se nám  v  m ikroskopu jeví jako jem ná 
nebo hrubší zrnečka. B arvy  takové nemožno k injekci 
upotřebiti.  V tom  případě nu tno  karm ín  opět ammonia- 
kem rozpustiti a pochod neutralisace znovu zapoěíti. Je  
záhodno, aby  se sytost barvy, po případě první poěátky  
srážení kontrolovaly mikroskopem. Za t ím  účelem pře ­
jedeme namočenou skleněnou tyčinkou v barvě po pod­
ložním skélku a prohlížíme n á tě r  při slabém zvětšení. 
B arva  musí b ý ti  červená, stejnom ěrně průsvitná, a i ta  
nejmenší částečka musí bý ti dosti tm avá .

P říp rav a  té to  karm ínové m assy je dosti obtížná. 
J e s t  možno obdržeti již hotovou barvu  v  obchodě 
s mikroskopickými potřebami.

Následkem té to  velice obtížné práce, p řiprav iti  vhod ­
ně červenou massu k injekci, h ledána byla odpomoc. Bylo 
udáno  velice mnoho předpisů, z nichž nejlépe se osvěd­
čuje p říp rava  gelatinové massy dle udání B. K rause 
(Zeitschr. f. wiss. Mikroskop. X X V I. 1909.).

Gelatinové plo tny  močí se ve vodě ta k  dlouho, až 
důkladně zbobtnají, načež nu tno  vodu řádně odkapati.  
K  ulehčení práce používá se plechové nádoby rozměrů 
2 8 X 1 5 X 1 0  em, do k teré  se vsunuje jiná nádobka  sítěná 
s držadlem. Do nádoby  té to  možno vložiti asi 100 g suché 
gelatiny.

Asi 50 p lotének suché gela tiny  vloží se do síta, k teré  
se ponoří s gelatinou do nádoby, naplněné dest. vodou. 
Asi po dvou hodinách, kdy gelatina úplně zbobtnala , vyjm e 
se síto a voda se nechá as y2 hodiny odkapovati.

K  barvení gelatiny slouží ten to  roztok: 1 0 0  g boraxu 
rozpustí se v  horké vodě dest. a do něho přidám e za varu  
15 g jemného karm ínu. Svařená barva  nechá se přes noc 
u stá ti ,  pak  se bez filtrování sleje. B arva  vleje se do n á ­
doby a do ní vloží se síto s gelatinou a ponechá se tu  48 
až 72 hodiny. Gelatinu vyjmeme, barv u  necháme od­
kapali,  naěež zbarvenou gela tinu vym ývám e v  tekoucí 
vodě ta k  dlouho, až přestane zbarvená voda odtékati. 
P řiprav ím e slabou kyselinu solnou (2 %) v obyčejné vodě. 
Do velké, ne příliš vysoké kam enitohliněné nádoby n a ­
lijeme kyselinu a uložíme do ní na  nejvýše 5— 6  p lotének 
gelatiny, k terou  za stálého obracení prom ývám e. B arva 
původně karm oasinová přechází do třešňově červené. 
G elatinu prom ývám e ta k  dlouho, až se kyselá voda již
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nezbarvuje. Jakm ile  se barva  změnila, n u tn o  ploténky 
vy jm ou ti  (jinak by  se barva  stala  příliš světlou) a vložiti 
je do vody, ve k teré se y2 až 1 hodinu důkladně prom ývají 
za úěelem odstranění veškeré kyseliny. Potom  ploténky 
vyjm em e a nechám e po 3— 4 hodiny s táti,  aby veškerá 
voda odkapala. P lo ténky  možno v chladu nechat v y ­
schnout!, avšak je lépe, dokud jsou nabobtnalé , ve vodní 
lázni je rozpustit!. l)o  teplé barvy  přidám e kousek kafru  
k zamezení vzrůs tu  plísní.

T ak to  p řip ravená barva  jest velice dobrá, jest t ra n s ­
parentní, konsistentní a hlavně nedifunduje při injekci.

Vodný roztok berlínské modři bez gelatiny.

Nej jednodušší n as tř ik n u tí  cevstva obdržíme tím  způ ­
sobem, že injekci provádím e koncentrovanou suspensí 
berlínské modři ve vodě s přidáním  něco málo glycerinu. 
Berlínská m odř sráží se v  cévách, přilne úplně ke stěnám, 
takže po u tvrzení možno docílit! dosti pěkných prepará tů , 
kde jsou cévy, h lavně kapilláry, dobře vyznačeny. Jednu  
vadu  ovšem takové p repará ty  vykazují, to tiž  tu , že větší 
cévy nejsou naplněny, jen něco barvy  zůstává  na  stěně 
vězeti. Vodné m odři berlínské používá se k injekcím 
v takovém  případě, kde jde o velice jem ná sítiva kapil- 
lární, do k terých  by  se gelatinová massa jen ztěží dala 
vpravit! . Tím způsobem nastřiku jem e n a  př. kapilláry 
žlučové v já trách , vývody  slinných žláz, m ikteru, kanálky 
ledvinné, v a r la t  a podobné ú tvary . N astřikování těch to  
kapillár a kanálků  provádí se pod k o nstan tn ím  tlakem  
(viz níže).

Příprava berlínské modři rozpustné.
Berlínskou m odř velice dobře připravenou obdržíme 

již hotovou v odborných závodech; přesto však udávám e 
p říp ravu  té to  m odři na  tom to  místě:

Ferrocyankalium  1 1 0  g
Ferri sulfur. cryst. 70 g.

N ejdříve rozpustím e ferrocyankalium ve vodě, ohře­
jeme až na bod v a ru  a přidávám e pozvolna, za neustálého 
míchání, síran železitý. Modrou směs n u tn o  po delší dobu 
as dvou hodin vařiti .  Po vych ladnu tí směs filtrujem e a 
f i l trá t  nu tn o  destilovanou vodou ta k  dlouho prom ývati,
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až pro téká čistá m odrá barva. S počátku odtéká voda 
žlutá, sulfátem  železa zbarvená.

J in ý  předpis pro přípravu berlínské modři ve vodě 
rozpustné je ten to :

217 g žluté krevní soli rozpustím e ve dvoj- až t ro j ­
násobném m nožství horké vody, a když se všechna sůl 
rozpustila, přilejeme ještč jednou to též množství vody, 
takže celkem činí směs as 1 litr. Dále připravíme si roz­
tok  1 0 0  g chloridu železitého v takovém  množství vody, 
aby činil opět as 1 litr . N ato  ke každém u z těch to  roztoků 
přidám e po 2  litrech roztoku Glauberovy soli, důkladně 
promísíme, a chováme každý roztok zvláště. Potom smí­
síme libovolný díl roztoku I. (krevní sůl se solí Glaubero- 
vou) se s te jným  množstvím roztoku II. (chlor, železitého 
s Glauberovou solí). Tím povstala  m odrá sraženina, již 
pak na filtru  ta k  dlouho vypírám e, až odtékající voda 
začíná sc silně na modro bar vit i. Po té ustanem e ve v y ­
pírání a usušíme modrou sraženinu v mírné teplotě.

Takto  připravená, ve vodě rozpustná  berlínská modř, 
když byla dokonale uschla, jeví na lomu krásný  bronzový 
lesk.

Barva pro modrou injekci gelatinovou.

Iv hotovení modré barvy  injekční používáme suché 
berlínské modři v prášku, k te rý  musí se lehce ve vodě 
rozpouštěti. (Není to  roztok, nýbrž velice jem ná suspense.)

Rozpustíme vc vodě určité m nožství suché berlínské 
modři a to  tolik, aby  barva  byla tm avě  modrá. Na 
porculánové misce připravíme si gelatinu stejným  způso­
bem, jako při barvě červené. Modrý roztok ohřejeme a 
teplou barvu  necháme po malých kapkách  za neustálého 
míchání skleněnou tyčinkou do gela tiny  vkapovati.  Při- 
kapáván í musí sc díti velice pomalu, j inak  srazí se modř 
vc velké neb menší chuchvalce, k teré  se již nerozpustí. 
P řikapáván í děje se t a k  dlouho, až při kontrole m ikro­
skopem vidíme, že i velice ten k á  v lákna jsou sytě modře 
zbarvena.

J inou  přípravu  modré injekční m assy hotovíme tím  
způsobem, že použijeme teplého, velice řídkého roztoku 
berlínské modři a řídkého roztoku gelatiny, které n a ­
vzájem  promísíme skleněnou tyčinkou. P ak  přidáme 
trochu barvy  tm avší, n a to  opět trochu  gelatiny, a jednak
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pozvolným přidáváním  koncentrovanější barvy, jednak  
koncentrovanější gelatiny hledíme docílit i gelatiny sytě 
zbarvené, k terou  vypařováním  vody nechám e zhoust- 
nouti. Gelatinovou massu, chováme-li ji ve s tavu  vlhkem, 
nu tno  chrániti před plísněmi přidáním  chlora lhydrátu  
nebo podobných antiseptických prostředků. Massu gela­
tinovou studenou možno též ve stavu  vlhkém  na p lá tky  
rozřezat i a ty to  nechati úplně vyschnouti. Před u p o tře ­
bením nu tno  suchou massu rozpustiti v teplé vodě.

Vedle barvy  červené a modré používá se s úspěchem 
ještě gelatiny se stříbrem , k terá  se kys. pyrogallovou 
zredukuje. Kapillární cévy jsou pod mikroskopem žlutě 
vyplněny, větší cévy m ají barvu  hnědou.

S t ř í b r n á  g e l a t i n a  H o y e r a .

Do 1 0 0  g koncentrovaného roztoku gelatiny dáme 
1 0 0  cc 4%  roztoku dusičnanu stříbrnatého. Po d ů k lad ­
ném promíšení za tep la  přidám e jen velice málo kys. 
pyrogallové, k terá  stříbro ihned zredukuje. N a to  přidám e 
ještě asi Vio objemu gelatiny glycerinu a ch loralhydrátu  
(aby odpovídal as 2 % celé massy).

I n j e k c e  s t ř í b r e m  v  g e 1 a t  i n  ě k z b a r ­
v e n í  e n d o t h e l o v ý c h  b u n ě k  (jejich hranic) 
v c é v á c h .

Ke 1 0 0  g rozehřáté gela tiny přidá se 25 cc arg. n itr. 
Po injekci uloží se m ateriá l do alkoholu. N a světle red u ­
kuje stříbro, k te rým  jsou hranice endothelií tm avohnědě 
impregnovány.

Barev zde uvedených se nej častěji s prospěchem 
používá. Při zhotovení massy karmínové jest ovšem nej­
důležitější vystihnouti správně ncutralisaci, aby  karm ín 
nebyl sražen; to  jest ovšem manipulace, k teré  možno jen 
cvikem se nauěiti. Veškeré různé předpisy jsou v principu 
stejné (dle Ranviera, Iloyera , Fola a j. v.) a vždy záleží 
hlavně na  neutralisaci. Berlínskou m odř ve vodě roz­
pustnou možno si p řip rav iti  z ferro-cyankalia a síranu 
železnatého. Leč v dnešní době netřeba teprve  barvu  
obtížně p řiprav  ováti, neboť jest možno v  obchodech do- 
s tati velice čistý, ve vodě snadno rozpustný  p repará t  b er­
línské modři. (Běžný název „rozpustná  berlínská m odř ve 
vodě“ jest v lastně nesprávný, poněvadž se barva  neroz- 
pouští, nýbrž tvoří jen velice jemnou suspensi.)
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Přístroje k injekcím.

V první řade  používá se k injekcím kovových nebo 
skleněných stříkaček různého objemu, dle velikosti or­
gánu nebo celého zvířete, k teré  chceme injikovati. S tř í ­
kačka musí bý ti ta k  zhotovena, aby  píst v každé výši přilé­
hal k stěnám  stř íkačky  úplně neprodyšně, a musí se lehce 
posunovati. N a konci stříkačky  jest š roubovitý  násadec, 
na k te rý  se připevňují kanyly, k teré  musí těsně přiléhali, 
aby  b arv a  injekční neunikala . Máme vždy  pohotově 
několik d ruhů  kanyl různých  světlostí; lumen kanyly  
řídí se vždy  dle lum ina cévy, do které se m á ta to  zavésti. 
N ěkdy jest n u tn o  použiti kanyl velice jem ných, v tom  
případě doporučují se kanyly  skleněné, k teré  si možno 
vždy  zhotoviti, a to  tím  způsobem, že rourku  skleněnou 
určitého prům ěru  ohřejeme na  kahanu  (lihovém nebo 
Bunsenově hořáku) do červena a vy táhnem e ji do žádané 
t louštky . N a ,,vy taženém 44 konci musí bý ti kanyla  vždy 
poněkud širší, aby  bylo možno na jejím tenším  krčku 
cévu dobře pod vázat i, aby  nesmekla se zpět. U kanyl 
kovových je tak též  konec širší, za ním pak následuje 
užší krček. Skleněné kanyly  připevňují se k stříkačce 
gum ovým i rourkam i; aby  rourka gum ová s kanyly  se 
nesesmekla, nutno, aby  kany la  na svém širším konci byla 
kolem rozšířena. Gumovou rourku nu tno  též pevně na 
násadec s tř íkačky  přivázati.

Injekce stříkačkou prováděné jsou proto  obtížné, že 
velice snadno při větším  t lak u  povstávají v cévách trh liny  
a barva  injekční tvoří t .  zv. ex trav asá ty  — výlevy do 
tkán í.  Jen  dlouhým  cvikem možno usouditi, pod jakým  
tlakem  smíme pístem stříkačky  injekční massu t lačit i, 
aniž bychom se obávali, že povstanou výrony barvy  do 
tkáně , čímž ovšem injekce s tává  se nepotřebnou.

K  odstranění té to  v ad y  zhotoveny jsou různé p ří­
stro je  injekční, k teré  mají tu  výhodu, že možno regu- 
1 ováti t lak , pod k terým  se barva  injekční do cev vhání, 
anebo je již přístroj ta k  zařízen, že t lak  zůstává ustavičně 
ste jný . J iž  v r. 1860 zhotovil si L u d w i g  přístroj in ­
jekční tím  způsobem, že do zá tky  láhve se širokým hrdlem 
vložil dvě rourky  (obr. 58.); jednu  vedl ke dnu láhve, d ruhá  
končila hned pod zátkou. T a to  rourka spojena byla ro u r ­
kou gumovou s injekční kanylou. R ourka druhá, k te rá  
končila na dně láhve, byla spojena s nálevkou, do k teré
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nalila se r tu ť .  Láhev naplněna byla barvou injekční. R tu ť  
z nálevky v téka la  na  dno láhve a vytlačovala barvu 
d ruhou rourkou a kanylou. Tento  přístroj měl tu  vadu , 

že t lak  nebyl stálý, nýbrž  ubýván ím  r tu t i  
v  nálevce stával se stále menším, takže 
bylo n u tn o  r tu ť  neustále do nálevky přilé- 
vati.  Další vad a  spočívala v tom , že r t u ť  
přicházela s barvou  v  přím ý styk, takže se 
b arva  kazila.

H  e r i n  g sestavil injekční ap a rá t  na  
tom též principu jako  L u d w i g, ale použil 
dvou lahví; do první v téka la  r tu ť ,  k te rá  
zhušťovala vzduch v láhvi druhé. Tím v y ­

mýtil d irek tn í s tyk  r tu t i  s b a r ­
vou. Než ani ten to  ap a rá t  úplně 
nevyhovoval. P ro to  zhotovil H  e- 
r i n g přístroj jiný, na  podobném  
principu. N a místo lahví použil 
dvou skleněných koulí, spojených 
skleněnou rourou mezi sebou, 

o b r . 58. Koule upevnil v plechovém pouz­
dře, k teré  se otáčelo kol vodo­

rovné osy. Při n ah n u tí  přístroje pře tékala  r t u ť  z jedné 
koule do druhé prázdné, k te rá  byla spojena gumovou 
rourou s lahví, ve k teré  byla injekční barva . P řítokem  
r tu t i  z jedné koule do druhé nasta l t lak  vzduchu, k te rý  se 
přenesl rourou do láhve s barvou a tím  byla ta to  v tlačena 
do cev. K  docílení většího neb menšího t lak u  byl pořízen 
a p a rá t  tak ,  že bylo možno kouli se r tu t í  přivésti do libo­
volné výše, čímž se t lak  zvyšoval neb snižoval.

A p ará t  ten  jest velice kom binovaný. R  a n v i e r  
popsal mnohem  jednodušší přístroj na tom též  principu 
zhotovený, k te rý  možno velice snadno sestavit! (obr. 59.).

N a sto janu  připevním e dvě skleněné koule, k teré  
m ají na protilehlých pólech násadce; obě koule se spojí 
gumovou rourou. Dále si připravím e láhev se širokým 
hrdlem, jejíž zá tka  m á dvojí v r tán í pro skleněné rourky . 
J e d n a  rourka, k te rá  končí v láhvi u dna, ohne se nad  
zátkou a spojí se gum ovou rourkou s injekční kanylou; 
d ruhá  rourka, k te rá  končí hned pod zátkou, spojí 
se s krčkem  prázdné koule. Do láhve dám e injekční 
barvu  a naplním e ji asi do 2/3. Nyní nalejeme do první 
koule r tu ť ,  k terá  pozvolna pře téká  do koule druhé, vzduch
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v kouli stlačí a t lak  ten  přenáší se do láhve s barvou, 
ze k teré stlačený vzduch vhání barvu  do cev. Tím to 
způsobem obdržíme dosti stálý  tlak, k te rý  možno posu­
nutím  rtu ťové  koule dle po třeby  zvýšiti neb snížiti.

Tento přístroj jest dosti p rak tický  a možno jím 
injikovati současně dvě i tř i  různé barvy  pod stejným  
tlakem . Iv tom u účelu je jen zapotřebí, aby  ve vzduchové 
kouli byla zá tka  se 
dvěm a neb třem i o t ­
vory, do kterých zasa­
díme rourky a ty to  
spojíme na př. jednu 
s lahví s barvou mod­
rou, d ruhou s červe­
nou, po případě tře t í  
s jinou barvou. Hodlá- 
me-li injikovati barvu  
gelatinovou, jest samo- 
zřejmo, že láhev, ve 
k teré se barva nalézá, 
musí bý ti uložena v 
horké vodě, aby  gela- obr. 59.

t in a  zůstala  tekutou .
Byla zhotovena velká řa d a  podobných přístro jů , 

avšak u  žádného z nich nebylo dosaženo ideálního, kon­
s tan tn ího  t laku  a jen přibližně stálého a stejného u velmi 
komplikovaných přístrojů.

Nacvičíme-li se dobře, možno prováděti injekce 
nejlépe stříkačkami, jde-li o injekce barev průsvitných 
gelatinových. Chceme-li injikovati t .  zv. konstan tn ím  
tlakem  barvy  tekuté , vodové nebo olejové, po případě 
éterem zředěné, pořídíme si ten to  t lak  velice jednoduše 
tím  způsobem, že na nálevku připevním e delší, 1 až 
1*5 m  dlouhou gumovou rourku, k terou spojíme s ka- 
nylou. Svorkou stlačíme rouru  a do nálevky nalejeme 
injekční barvu. Podle výšky, ve které upevníme nálevku 
s barvou, řídíme přibližně tlak , pod k terým  hodláme 
nastřikovati.  S počátku snížíme nálevku, čímž injikujeme 
při menším tlaku; nestací-li ten to  tlak , zvýšíme jej tím, 
že upevníme nálevku poněkud výše.

13*
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Příprava materiálu k injekcí.

Z nejdůležitějších prací pro docílení správné a úplné 
injekce jest p říp rava m ateriálu . Nevhodně připravený 
m ateriál pokazí úplně výsledek. J a k  si m ám e poěínati, 
uvedem e na příkladě injekce systému arterielního u m en­
šího zvířete.

U zvířete narkotisovaného vypreparu jem e ar t.  carotis 
communis, hledíce k tom u, abychom  co nejm éně pře­
řezali menší cévy, k teré  možno Paquelinem  nebo do čer­
vena rozehřá tým  nožem přižehnouti. Pod vypreparo ­
vanou  carotis zavedeme asi ve vzdálenosti 1 em dvě 
ligatury . D říve připravím e si vše, ěeho k injekci jest za ­
potřebí, to tiž : barvu, s tříkačku s náležitým i násadci (k a ­
ný  lami), svorky na stisknutí otevřených cev a td . Jsme-li 
s přípravou hotovi, vezmeme jednu kanylu  takové tloušt- 
ky, abychom  ji pohodlně mohli zavěsti do cévy. N ejdříve 
důkladně zavážeme připravenou ligaturu  na horní, pro- 
ximální části carotis, delší konce ligatury  necháme volně 
viseti, přehodíce je na  horní s tranu. H ned na to  s tisk ­
neme cévu pod dolní připravenou ligaturou svorkou, 
a  to  za t ím  účelem, aby po proříznutí cévy nenasta lo  
ihned krvácení. Je-li céva sm áčknuta , napnem e ji mezi 
svorkou a hořejší ligaturou a prořízneme ji v její horní 
s těně as do jedné tře tiny , nejdříve napříč malými nůž­
kami, a hned na to  rozšíříme řez po délce. Do otvoru vlo ­
žíme připravenou kanylu, na níž jest přivázána gum ová 
rourka v délce 10— 15 em , a kanylu zavážeme p ř ip ra ­
venou ligaturou do cévy. Nyní, po otevření svorky, k terou  
jsm e podchytili cévu na jejím dolním konci, necháme 
kanylou od téka ti krev, aby cévy celého těla  by ly  co 
možno bezkrevné, a vypouštím e krev ta k  dlouho, až 
zvíře úplně vykrvácelo. H orn í konec cévy musí zůsta ti  
zavázán  a to  z těch to  důvodů: kdyby  céva byla přeříz­
n u ta ,  aniž jsme ji podvázali, vnikne do cévy vzduch, 
k te rý  proudem  krevním  dostane se až do nejmenších 
rozvětvení kapillár, a dle množství vzduchu vyplní se 
menší neb větší oblast cévní. Při následné injekci do cev 
narazí barva  na vzduch, k te rý  vyplňuje válcovitě celé 
lum en cévy a jako  naprosto  nestlačitelná hm ota  nepro ­
pustí b a rv u  do cev. Použije-li se většího tlaku, roz trhá  
vzduch cévy, massa vy tvoří veliké výlevy, následkem 
čehož jest celá práce m arná.
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(Hodláme-li některé jednotlivé orgány, lidské neb 
zvířecí, po sm rti in jikovati. nu tno  k tom u přihlížeti. ab y ­
chom, dříve než orgán vyjmeme, alespoň velké cévy pod ­
vázali a ta k  vn iknu tí  vzduchu do orgánu zamezili; v nej- 
ěastějších případech jest do cev vn ik lý  vzduch  příčinou 
nezdařených injekcí, aniž je si in jek to r vědom té to  pří- 
činy.)

Je-li m ateriá l ta k to  připraven a jsou-li cévy úplně 
krve prázdné, zavedeme kanylu, barvou již naplněnou, 
do horního konce cévy, k te rý  jsme dříve ligaturou pod ­
vázali. Poěínám e si tak ,  že opět svorkou stiskneme cévu 
nad ligaturou, prostři hneme ji jen m alým  otvorem napříě, 
vložíme do o tvoru  jednu branche nůžek a rozstřihnem e 
ji po délce; novou ligaturu  podsunem e pod cévu za o tvo ­
rem, do něho vložíme kanylu, k terou  ligaturou pevně 
zavážeme. Nyní možno svorku s cévy odstran iti  a poěíti 
nastřikování. Používáme-li stříkačky, tu  tlačíme velice 
opatrně  na  píst, aby  nebyl t lak  příliš vysoký, stejnom ěrně 
po celou dobu injekce.

Hodláme-li nastř ikova ti celé zvíře z aortv , tu  poěí­
nám e si právě tak , jak  dříve uvedeno, jen musíme přih lí­
žeti k tom u, abychom  veškeré cévy, k teré  jsme musili 
přeříznouti při otevření hrudníku (aa. intercostales, mam- 
mariae a td .)  ihned podchytiti,  podvázali, po případě 
přižehli. Po vsunu tí  ligatur pod ao r tu  cévu stiskneme 
opět svorkou před kanylou a teprve  po zavedení a pod­
vázání kanyly  před nastřikováním  svorku odstraním e. 
Jen  ta k  možno docílit i úplné injekce.

Má-li se nastř ikova ti nějaký  orgán po smrti, buď 
zvířecí neb lidský, gelatinovou barvou, tu  nu tno  po pod ­
vázání cev celý orgán prohřátí  na tem pera tu ru  gelatinové 
massy as do 37— 40° C. K dybychom  nastř íkávali orgán 
silně prochladlý, tu  chladem srazí se ihned gelatina a ne­
vnikne vůbec do cev.

Do velkých cev zavádějí se kanyly  dosti lehce, avšak 
velké trpělivosti a cviku vyžadu je  zavádění kanyl do 
m alých cev nebo žlázových vývodů. Tu s tává  se velice 
často, že po p ros tř ihnu tí  o tvoru  do cévy nemožno kanylu  
zavésti; příčinou toho  bývá buď t lu s tá  kanyla, k terá  m á 
větší p rům ěr než o tvor cévy, nebo častěji to, že endo- 
thelová výste lka  cévy při vložení kanyly  se od stěny její 
odloupla a shrnula se před kanylou. V takovém  případě 
pom áhám e si t ím  způsobem, že ohlazeným tu p ý m  drá t-
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kem nebo sondou uvolníme cestu v cévě. Mnohem lépe 
pochodíme, uděláme-li, kde to  možno, nový otvor do cévy 
poněkud dále od prvního.

Injekční methoda cevstva pro vyšetřování rontgenovými
paprsky.

Pro obrazy cev různých orgánů, které se m ají ostře 
rýsovati na rontgenovém  snímku, nu tno  použiti takové 
hm oty, k teré  nedovolí X  paprskům  proniknouti. K  tom u 
účelu nejlépe se hodí barviva těžkých  kovů, jako cinobr, 
m inium  a j. Pojivo pro t a to  barv iva  nu tno  voliti dle po­
třeby . Je s t  samozřejmé, že nesmí býti injekce ta k  pro­
váděna, aby  se naplnily veškeré kapilláry; obrazy po 
takové injekci jsou úplně zastřené a nevykazují žádných 
kon tras tů . To děje se hlavně tehdy , nastříkneme-li orgán 
vodní emulsí protargolu.

Velice dobře se hodí Teichm anova massa s rumělkou, 
nebo sklenářský tm el jem ně u třený, poněkud éterem 
rozředěný, do něhož přidám e minium nebo rum ělku. 
Jednoduchou a velice dobrou massu injekční máme v ta k  
zv. šedé m asti (U nguentum  cinereum). Obrazy po té to  
injekci jsou velice jasné.



X II. Rekonstrukční methody.

Velice důležitý  činitel při mikroskopickém badání, 
hlavně však  v mikroskopické anatom ii v užším slova 
smyslu jest m ethoda rekonstrukční. T ak to  nazývám e 
m ethodu, kterou možno zhotoviti nákres nebo plastický 
model určitého orgánu, systému v  celku nebo v  deta il ­
nějším rozboru. Této m ethody používáme velice často, 
ba možno říci, že nemožno se bez ní obejiti při studiích 
embiyologických. Ve mnohých případech postačí pouhá 
rekonstrukce kresbou, v  jiných nu tn o  sáhnouti k modelo­
vání. Máme-li zhotoviti ,,rekonstrukci44, n u tn o  míti n a ­
prosto úplnou sérii řezů stejné tlouštky , k teré  nesmí býti 
svraštělé.

J a k  na jiném  místě uvedeno, hotovíme serie, na př. 
em bryem , tím  způsobem, že přiřežeme paraffin  nebo 
celloidin, ve k terém  jest objekt zalit, do hranolu; na jednu 
plochu, k te rá  jest uložena co možno nejblíže objektu, 
přiložíme v kolmém směru k řezné ploše tenounký  řez 
měkké tkáně, na  př. řez mozkem, k te rý  jsme zbarvili, 
V jiném případě jest možno, v hlavně při paraffinovém 
zalití, parallelními liniemi, které při zalití do paraffinu se 
otisknou se skleněné podložky do paraffinu, a které po­
to m  se na trou  nějakou dobře přilínavou barvou, obdržeti 
t .  zv. orientační čáry při řezech. Orientační čára jes t  
d án a  buď přiloženým řezem na plochu, nebo natřenou 
barvou na ploše paraffinu. P ři každém  řezu seřízneme 
onu plošku, k te rá  na řezu dá přímou čáru a k te rá  jest 
vždy  ve stejné vzdálenosti od zalitého m ateriálu . Jde-li 
o naprosto  přesné provedení rekonstrukce, pak jest v ý ­
hodné označit i dvě kolmo na sobě stojící plošky, k teré  
nám  dají na řezu pravý  úhel.

R e k o n s t r u k c e  t ě l e s n á  d l e  B o r n o v y  
m e t h o d y .  Bornova rekonstrukce spočívá v tom, že 
n a  voskové ploténky určité t loušťky  přenášíme kreslicím 
přístrojem  kon tury  řezu tak , jak  v sérii za sebou násle­
dují; všechny řezy nutno  kreslit i při stejném  zvětšení.
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Kresbu na voskové ploténky provádíme buď  tupou  jehlou 
tak , že přímo do vosku ryjeme, nebo kreslíme na pap ír  
a kopírovacím papírem přetiskneme na vosk. N a plo- 
ténkách, k teré  obdržíme z obchodu, jest vždy přilepen 
papír, na k terý  možno kresliti. Jsou-li veškeré řezy, jak  
za sebou následují, nakresleny, pak se opatrně z vosku 
vyřezávají a na  sebe v tém že pořadu kladou. N u tn o  
hleděti k tom u, aby ona dříve uvedená čára, k te rou  sou­
časně kreslíme a* k terá  udává směr a polohu řezů, by la  
dobře na sebe položena.

Než pokročíme dále k popisu té to  m ethody, jest 
n u tno  dříve uvésti p řípravu voskových ploténck. J e s t  
sice možno od různých firem (na př. Grůbler, Lipsko) 
obdržeti již hotové ploténky voskové určité tlouštky , 
avšak m nohem výhodnější jest hotoviti si ty to  p lo ténky 
tak to :  Použijeme plechové nebo porculáňové misky, jaké 
užíváme při fotografování, k te rá  má rozměr na př. 10 em  
šířky, 20 em délky. Máme v úmyslu liti p loténky voskové 
o tloušťce 1 mm. Krychlový obsah celé plo ténky jes t 
2 0  cmz, m ěrná váha  vosku jest 0-97, násobíme tudíž  
20x0*97 =  19-4 g, k teréžto  množství vosku nu tno  vzíti 
na jednu  ploténku. Odvážíme tudíž  19*4 g vosku, na 
misku nalejeme horkou vodu, k te rá  se právě přivedla 
do varu ; mezitím roztopíme v nádobce odvážený vosk 
a nalejeme jej pozvolna na horkou vodu. Celý povrch 
vody povlékne se v rs tvou  vosku; nekryje-li vosk povrch 
vody, tvoří-li t .  zv. m astná  oka nebo bublinky vzduchové, 
tu  napom áhám e ohřátou lopatičkou, kterou položíme na 
plochu vosku a k terou  rozprostírám e vosk dále po vodě, 
až se ta to  úplně přikryje. Vodu necháme pozvolna vy- 
chladnouti, při čemž vosk tuhne  ovšem dříve. Jakm ile  
poněkud ztuhl, odřízneme jej alespoň na dvou stranách  
od stěn misky, ke k teré pevně lne, a to  za tím  účelem, 
aby  při dalším chladnutí a stahování nepopraskal. Jakm ile  
voda již hodně ochladla a vosk se stal pevným, odříz­
neme jej na ostatn ích  stranách, uchopíme na dvou 
rozích a po v y jm utí  celé plo ténky z misky položíme ji 
na rovnou plochu k dalšímu zchladnutí. Pořídíme-li si 
více misek, možno při naby té  zručnosti zhotoviti si po­
třebné  množství dosti dobrých a přibližně i stejně t lu s ­
tých  plotének v dosti k rá tké  době.

Mnohdy jde o naprosto  přesně udanou tloušťku  plo^ 
tének, aby rekonstrukce nebyla v jednom  neb druhém
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směru nesprávná. Za tím  účelem jest pořízeno náčiní, 
k te rý m  možno p řip rav it!  veškeré p lo ténky stejně tlusté . 
Náčiní sestává z úplně rovné, broušené skleněné desky} 
nejlepší jest hladce vybroušený  lithografický kámen. 
Dále úplně h ladký  ocelový válec a pak as 1 em  široké 
plechové proužky, jichž t lo u š tk a  je přesně odměřena. 
Pásky  ty to  lze dosta ti  a to  v tlouštce 0*5— 2-5 m m . Jsou-li 
voskové p lo ténky podle dříve uvedeného způsobu ulity, 
ohřejeme jednu  v teplé vodě, položíme ji rychle na  
desku kam ennou, k terou  n u tn o  olejem důkladně  n a tř í t  i, 
a po stranách  přiložíme dva  stejně tlu s té  pásky plechové, 
na př. 1 mm. Mezi oběma pásky leží vosková ploténka, k terou 
válečkem přejíždíme ta k  dlouho, až dosedne válec na pásky 
plechové. Tím způsobem možno vyvále ti  ploténky, které 
m ají přesnou tloušťku  dle síly plechových podložek. Je s t  
samozřejmo, že možno použiti i t lus tých  voskových plotének 
k vyválcování na určitou  tloušťku, jen musíme k tom u p ři ­
hlížeti, aby byl vosk ustavičně dosti poddajný, teplý , a nu tno  
tém ěř vždy  plo ténku ve vodě několikrá te prohřátí ,  než 
je defin itivně zválcována.

V ypočítávání tlouš tky  plotének, jaké se má upo- 
třeb it i  při rekonstrukci, koná se tak to :  P ředem  nu tno  
věděti, jak  t lu s té  jsou řezy v sérii, k terou  hodlám e mo- 
delovati. R ezy z paraffinu bývají 10— 15 \i tlusté . Máme-li 
řezy 10 ^  a kreslímc-li obrazy při lOOnásobném zvětšení, 
obdržíme 10 \i X 100 =  1000 [i čili 1 mm, t. j. t louš tka  
jedné ploténky.

M nohdy musí si pracovník různě vypom áha ti .  T ak  
na př. m ám e zhotoviti rekonstrukci při slabém zvětšení 
na př. 50 X , aby  se celý objekt přehlédl. V zásobě chovají 
se p lo ténky 1 mm; řezy jsou 1 0  tlusté , bylo by  ted y  za ­
potřebí plotének 0-5 mm tlustých . V tom  případě použi­
jeme tab u lek  1 mm, ale při kreslení vynechám e vždy 
jeden  řez, t .  j. kreslíme první, d ru h ý  vynechám e, t ře t í  
kreslíme a td .  Celková m íra zvětšeného modelu musí od- 
povídati součtu  síly všech řezů násobených 0*5. V pří­
padě opačném, kde zvětšení v daném  případě by bylo 
2 0 0  x , n u tn o  b rá ti  všechny řezy, každý řez d vakrá te  
vyřezávat! a na sebe položití, máme-li po ruce pouze plo­
tén k y  1 m m  t lusté . Model sestavíme tak ,  že kresby, které 
jsme zhotovili při jednom  a tém že zvětšení kreslicím pří­
strojem  Abbéovým, přenášíme v náležitém  pořadě kopí­
rovacím papírem  na voskové ploténky a přenesené obrazce



202

pozorně vyřezáváme. Máme-li po ruce tenké ploténky, 
zjednodušíme si práci tak , že kresbu položíme pod p rů ­
hlednou voskovou plo ténku a jednotlivé obrazce z ní přímo 
vyřezávám e. Za účelem zachování polohy jednotlivých 
částic obrazu nu tno  současně vyřezávati spojky mezi jed ­
notlivým i výřezy a spojku k čáře směrné, dle které výřezy 
stavíme. Spojky vedeme na každém výřezu v jiném směru, 
abychom  je později lehce rozeznali od vlastn ího modelu. 
(Na obr. 60. c. 7. a 1 1 . jsou na kresbě naznačeny spojky 
mezi jednotlivým i kanálky.) K dyž jest celý orgán z plo- 
tének  sestaven, odstraním e spojky a model uhladím e ohřá­
tou  železnou lopatkou.

Důležité jest, jak  ploténky na sebe a za sebou kla­
deme. Máme-li rozřezané embryo na serie a řezy jsou tak  
kladeny, že jdeme od hlavy směrem distálním, tu  nu tno 
výřezy voskové tímže směrem klásti; počínáme si tak , 
že položíme výřez nejdistálnější a pokračujem e s k la­
dením ostatn ích  řezů směrem nahoru — proximálně. 
N u tno  tud íž předem se orientovati, jak  serie za sebou 
jest řezána, kde jest směr distální, kde proximální. Neza- 
chováme-li správný pořad, tu  obdržíme model úplně 
převrácený ve všech směrech.

V jiných případech rekonstrukčních nejde ta k  o model, 
jako  o kresbu. Dle daných  řezů nu tno  m nohdy věděti, 
jak  navzájem  jsou různé ú tv a ry  k sobě položeny a jak  se 
jeví z toho neb onoho pohledu.

T ak  na př. jde o to, s tanovití  průběh  a spojení ně­
jakých  vývodových kanálků  navzájem  v celkovém po­
hledu.

Serie je ta k  zhotovena, že jest em bryo řezáno smě­
rem proximodistálním kolmo na nejdelší osu, tud íž  napříč.

Tu zhotovíme nejdříve dle řezů kreslicím přístrojem 
potřebnou řadu  kreseb na papír s označením čáry směrné, 
a běžnými číslicemi poznačíme, jak  řezy za sebou n á ­
sledují.

N utno  si p řip rav iti  linkovaný papír, na  k terém  čáry 
jsou od sebe ta k  vzdáleny, že prostora mezi jednotlivým i 
odpovídá zvětšené tlouštce řezů právě tak , jak  bylo uve­
deno pro tlouštku  voskových plotének. Vhodný jest čtvereč­
kovaný  papír pro technické kresby, jak  v obchodě při­
chází, kde vzdálenost čárek obnáší 1 mm . Nejlépe možno 
poučiti se o celé práci z přiloženého obrazce. Máme řadu  
projikovaných obrázků průřezů točitého kanálku  (obr.



60.); na  každém  obrázku jest nakreslena čára směrná. 
Hodláme-li provésti rekonstrukcí pohled se strany, tu  
spouštíme kolmice od nejvzdálenějších bodů kresby k přím ­
ce směrné. Máme-li dané všechny vzdálenosti, připravíme
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si čárkovaný m ilim etrový papír (1 m m  vzdálenost =  100 X 
zvětšení, jsou-li řezy 1 0  [i), nakreslíme kolmici a počneme 
od ní přenášeti vzdálenosti na řezu 1 . a poznačíme si 
udané body na 1 . mezeře. Tak  pokračujeme na řezu druhém, 
tře tím  atd . Body navzájem  spojíme a konečný obraz nám  
ukazuje větší kulovitou naduřeninu  ve spojení s točitým  
kanálkem. To jest pohled se s trany  levé. P ak  přenášíme 
vzdálenosti na přím ku kolmou k přímce směrné (obr. 60. 
č. 6 .). Tyto  přenesené vzdálenosti přenášíme od vodo­
rovné přím ky na papíře v kolmici, 1 . řez v první mezeře 
na levo atd., čímž obdržíme obraz téhož kanálku  z jiného 
pohledu. Tím způsobem jest možno hotovit i projekce v n e j ­
různějších pohledech, vyžaduje ovšem celá práce delšího 
cviku. Jes t  to, vedle pracných modelů, nejdůležitější 
orientační pom ůcka při s tudiu  embryologickém. H otovou 
rekonstrukci možno odstiňovati a tím  docílíme naprosto  
dobrého plastického znázornění jednotlivých systémů, 
jich vzájemnou polohu atd .



X III. Mikrofotografický přístroj.

Velkého rozvoje a prak tického upotřebení doznalo 
v poslední době mikroskopické fotografování. Všeobec­
ného rozšíření dosáhlo se ovšem vynálezy v technické 
fotografii vůbec, hlavně nálezem citlivých desk pro barvy, 
k terých  možno použiti při umělém osvětlení. Dřívější 
m ethody, kde fotografováno bylo m okrou cestou na 
kollod iostříbrnatých  deskách, k teré  byly  jen pro sluneční 
světlo citlivé a  citlivé jen  k rá tkou  dobu, pokud bvlv  vlhké, 
bylo mikroskopické fotografování velice omezené a pracné, 
a  výsledky neodpovídaly  námaze. Vynalezením suchých 
desek nasta l ovšem o- 
b ra t;  avšak  nemohlo se 
ani teh d y  všeobecně 
u jm outi m ikroskopické 
fotografování, poněvadž 
p rep ará ty  jsou tém ěř 
vždy  různě zbarvené a 
to to  zbarvení dalo na 
obyěejných deskách o- 
brazy tém ěř neupotře- 
bitelné. Mělo-li se foto- 
grafovati, musil bý ti  
p rep ará t  zvláště p řip ra ­
ven; t a k  na př. modře 
zbarvený  p re p a rá t  ne­
dal skoro žádného ob­
razu, červeně zbarvený 
prepará t,  k te rý  v m ikro­
skopu jevil velice pěkné 
barevné rozdíly, na př. 
mezi jádrem  a plasma- 
tem  buňky, mezi vazi­
vem  atd ., nebylo možno 
tak též  fo tografovati, 

jež to  červená barva, a ť  
slabá nebo sytá , ncpů- Obr. 61.



sobila na v rs tv u  stříbra. Je š tě  nejlépe osvědčilo se elek- 
t ivn í barvení hem atoxylinem  neb B ism arkovou hnědí. 
Všem těm to  nedosta tkům  odpomohlo se vynálezem  citli­
vých  ploten pro barvu  červenou, m odrou a žlutou; jsou 
to  buď desky panchrom atické nebo orthochrom atické.

K  mikrofotografickým pracím jest t řeb a  vedle m ikro ­
skopu zvláštního zařízení tem né komory. Je s t  ovšem 
možno použiti každé komory fotografické, přizpůsobí-li 
se tak , aby  se mohl mikroskop ke komoře připevniti, by  
žádné vedlejší světlo kolem m ikroskopu do kom ory ne- 
vnikalo.

206

N ěkterá  kom ora (obr. 61.) jest ta k  zařízena, že jest 
upevněna na kolmém kovovém sloupci a možno ji velice 
lehce k s to ja tém u m ikroskopu nasaditi. J iné  kom ory 
(obr. 62) jsou stavěny  tak , že se fotografuje ve směru vodo­
rovném, takže mikroskop se m usí ohnouti v koleně. Hod- 
láme-li zhotoviti fotogram, počínáme si tak to :  P rep a rá t  
připevním e svorkami pevně ke stolku mikroskopickému. 
Místo, k teré hodláme fotografovati, ostře zastavíme. Nyní 
nasadím e mikroskop na kom oru a díváme se na obraz na  
visírovací desce z m atného skla. P řitom  musíme b rá ti  zřetel 
k  tom u, aby  p repará t  byl dobře osvětlen, a rovněž zorné pole 
musí bý ti stejnom ěrně osvětleno. Pro první pokusy jest 
n u tn o  fotografovati pouze při malém zvětšení. Jeví-li se nám  
obraz na m atné desce dosti ostrý , nahrad ím e tu to  des­
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kou skleněnou, úplně průhlednou; na desce té to  obrázek 
pouhým  okem nevidíme, proto nu tno  vzíti ku pomoci 
lupu, ne příliš silně zvětšující. Zde nu tno  poukázati k ně­
k terým  důležitějším m om entům . Má-li fotogram býti 
ostrý, dobře kreslený, jest nu tno , aby citlivá v rs tva  desky 
fotografické přišla přesně na to též místo, na k terém  se 
jeví obraz na desce visírovací. Poněvadž však obraz 
může povstati buď na přední nebo zadní s traně skleněné 
desky, nu tno  zastaviti lupu tak , aby nám  dala obraz 
jevící se na ploše přední. P ro to  nakreslíme uprostřed p rů ­
hledné desky na její vn itřn í ploše (k prepará tu  obrácené) 
tuší křížek, a lupu, k terá  jest ta k  zhotovena, aby  se dala 
šroubem přiblížiti neb oddáliti od desky, zařídíme tak , 
aby  po přiložení na zevní (zadní) plochu desky dala n a ­
prosto ostrý  obraz křížku na přední straně skla nakresle­
ného. Je-li obraz zastaven, jest další práce jednoduchá 
a stejná jako při obyčejném fotografování. Na místo desky 
visírovací vložíme kase tu  s citlivou deskou a exponujeme 
dle po třeby  kratší  neb delší dobu. Důležité ovšem jest, 
aby kase ta  byla přesně zastavena, by citlivá v rs tv a  přišla 
na to též  misto, kde dříve byl obraz na průhledné desce 
zastaven. Jed n u  z nej důležitějších úloh při mikroskopic­
kém fotografování m á osvětlení p repará tu . Nejlepší 
osvětlení by bylo denním světlem, avšak to to  jest každé 
doby jiné. Pracujeme-1 i při denním světle, hledíme brá ti 
světlo ze světlých bílých oblaků na severní straně. Tčchže 
v mnohém ohledu ještě lepších výsledků docílíme při 
světle umělém. Dle pokusů N e u h a u s e  doporučuje se 
v  první řadě světlo hořáku A u e r o v a, po něm násle­
duje světlo lam py petrolejové; argandský hořák svíti­
plynu jest úplně nepotřebný. Taktéž nevalné jest žluté 
světlo elektrických žárovek; vhodné jest světlo obloukové, 
hoří-li ovšem stejnoměrně. Nejklidnější a ve své působ­
nosti nejlepší jest světlo A u e r o v a  hořáku  buď svíti­
plynové nebo lihové. Ve většině případů mikrofotografie 
hledíme docíliti monochromatického osvětlení p repará tu . 
Jd e  to tiž  o vyloučení urč itých  barevných paprsků, které 
různě působí na  citlivou desku. P ro to  používá se t. zv, 
světelných filtrů, které vyzkoušeny jsou spektroskopicky 
pro absorpci urč itých barevných paprsků, hlavně modrých. 
Jsou  to  jednak  tek u tin y  zbarvené žlutě nebo zeleně. 
Tekutinu tu to  vlejeme do ploché skleněné nádobky  k tom u 
účelu sestavené, jejíž stěny z broušeného skla stojí p a ­
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ralelně k  sobě ve vzdálenosti 1 em. N ádobka  naplněná 
barevnou tek u tin o u  nazývá se světelným  filtrem  a postaví 
se před mikroskop, takže  světlo musí p rostupovati filtrem. 
N u tn o  upozorniti, že chceme-li obdržeti dobrý  a ostrý 
obraz, musí bý ti  zorně pole v  m ikroskopu naprosto  rovné, 
aby  obraz při jednom  a tém ž zastavení byl jak  u p ro ­
střed  pole, t a k  i na  k ra jích  stejně ostrý. N ěkdv  se stává, 
že obraz na desce visírovací byl ostře zastaven a foto- 
g ram m  byl přec neostrý. Jsme-li přesvědčeni, že citlivá 
deska nachází se v tom též m ístě jako deska visírovací, 
t u  spočívá ona v ad a  v samovolném pohybu m ikrosko­
pického šroubu. O tom  možno se nejlépe pouciti následovně: 
P ři silném zvětšení (u malého zvětšení té  vady  ta k  snadno 
nepostřehnem e) zastavím e p repará t  úplně ostře mikro- 
m etrickým  šroubem; byl-li obraz ostrý, nedotýkám e 
se již šroubu a hledíme do mikroskopu. Tu počne obraz 
před očima ztrácet i ostrost, až m nohdy úplně vymizí, 
což jes t nejlépe znatelné při im mersních systémech. 
Dlužno opět šroubem pohnouti, abychom  obraz zaostřili. 
Díváme-li se opět do mikroskopu, tu  někdy  obrázek jest 
ještě  nedosti ostrý, j indy  zůs tává  již po dlouhou dobu 
stejně ostrým . V ada t a  spočívá v spirálovitě točeném  
péru, na k teré tlačí m ikrom etrický šroub; otočíme-li 
šroubem, péro se stahuje, ale svojí pružností roz táhne se 
opět, když jsme šroub pustili, a vzdálí poněkud objektiv  
od p rep ará tu .  Tu n u tn o  po nějaké době opět obraz ostře 
zastav iti  a po chvíli prohlédnout i, zda zůstal zaostřen. 
Stalo-li se tak , pak možno teprve  vložiti citlivou desku 
do a p a rá tu  a fo tografovati.

Ž lu tý  f iltr  tvoří kyselina p ikrová a to  O*6 g na  1 0 0  g 
dest. vody. P ři f il tru  žlutém n u tn o  užíti jen achrom a- 
tických desek a exponovati jqště jednou tak  dlouho, 
jako  bez filtru . Pro všechny p řípady  vystačím e s filtrem  
podle Z e t n o f f a .  Je s t  to  zelený roztok toho to  složení: 
Skalice modré 175 g, dvojchrom anu draselnatého 17 g, 
destillované vody 500 cc, kyseliny sírové 2  cc. T eku tina  
ta to  má barvu  dosti tm avozelenou. Zastavíme-li ostře 
p re p a rá t  při obyčejném světle a vsuneme-li před m ikro ­
skop ta k to  zbarvený  filtr, postřehneme, že ostro ta  obrazu 
se z tra tila . Musíme pohnouti šroubem, abychom  viděli 
obraz opět ostrý. Toto  m onochrom atické zbarvení a v y ­
loučení něk terých  paprsků  nám  ukáže obrázek proti b í­
lému světlu  pošinu tý  více dopředu.
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Pracuje-li se filtrem  dle Z e t  n o f  f a, jest n u tn á  
exposice alespoň 4násobná, proti oné při světle bílém. 
U dati dobu, po kterou musí se exponovati, jest n a ­
prosto nemožno; každý prepará t, každé zbarvení a každé 
zvětšení vyžaduje různě dlouhé exposice, a tu  m ožná 
jen dlouhou zkušeností při přibližně stejném osvětlení 
naby ti  cviku, jak  asi ten  neb onen prepará t při urěitém 
zvětšení nu tno  exponovati. A tu  ještě často najdeme, 
že bylo buď krátce nebo příliš dlouho exponováno, a nu tno  
týž  p repará t znova fotografovati.

Nemožno se nám  na tom to  místě zm iňovati o všech 
různých detailech, kterých nu tno  dbáti, a podávám e jen 
ve vší k rá tkosti  to  nejdůležitější. J a k  zacházeti s p ří­
strojem mikrofotografickým, o tom  podává každá firm a 
důk ladný  návod a bližší vysvětlení; theoretický  výklad
0 to m to  th em atě  nalezneme v různých pojednáních. Ve­
lice dobrou příruční knihou jest příručka od N  e u  h a u s e.

N a tom to  m ístě nu tno  zmíniti se jen krátce o novém 
přístroji mikrofotografickém, k terý  sestaven firmou Zeis- 
sovou v Jeně, kde fotografuje se jen paprsky ultrafia lo ­
vými. Je s t  to  přístroj velice komplikovaný, kde se světlo 
elektrické jiskry rozloží hranolem nejdříve ve složku 
spektrálního vidm a, z toho to  vidm a vybere se jiným  h ra ­
nolem jen část fialová a u ltrafia lová a konečně jen paprsky  
neviditelné ultrafialové, k teré  se vedou přímo do m ikro­
skopu. Poněvadž však paprsky ultrafialové neprocházejí 
sklem, jest celé zařízení mikroskopických čoček objektivů
1 okulárů z ěistého křišťálu; z téhož m ateriá lu  musí bý ti 
zhotoveno i podložní a krycí ,,skélko“ . Ostré zastavení 
p repará tu  při ultrafialových paprscích jest pouhým  okem 
nemožné; tu  musí dopadat i paprsky na určitě připravenou 
deštičku, na k teré možno jen asi přibližně p repará ty  za- 
staviti. Aby se docílilo správného obrazu, jest kase ta  
u tohoto  přístroje t a k  zařízena, že nalézají se v ní tř i  c it­
livé desky za sebou uložené a exponují se tř i  snímky, a to  
tak , že po prvním  snímku otočí se něco málo šroubem 
m ikrom etrickým  dolů, udělá se druhý  snímek a pak opět 
se točí opačným  směrem vzhůru a zhotoví se snímek tře tí .  
Tím způsobem fotografují se t ř i  v rs tv y  prepará tu  a pak 
se vyhledá onen obraz, k te rý  jest nejostřejší. Exposice 
těm ito  paprsky  jest velice k rá tká , jen zlomky v teřiny. 
Přístroj ten to  jest velice důmyslně sestaven, avšak jest 
jen  úzký obor badání, kde bude možno přístroje toho

R e j s e k ,  Mikroskopická technika. 14



použiti. P ři histologickém, embryologickém a podobném 
badán í jest n u tn o  míti nejdříve řadu  p repará tů , k teré  
musí bý ti  p rostudovány a u rč itá  m ísta z těch to  p repará tů  
n u tn o  zobraziti, fotografovati.

P rep a rá ty  na  skle m ontované, dále p rep ará ty  zbar­
vené (bez barvení nemožno se tém ěř vůbec obejiti) nelze 
fo tografovati ultrafialovým i paprsky. J iž  jen z těch to  
důvodů, nehledě ani k ceně toho to  přístroje, jest možno 
za to  míti, že zůstane prozatím  přístroj ten  cenným  v y ­
nálezem fysikální optiky  a nenalezne širšího upotřebení. 
Obšírný popis přístroje a práce nalezne čtenář ve článku 
prof. Kruise v  ,,Živě“ 1907.
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X IV . Barvení mikroorganismů.

J e n  k rá tce  hodlám  se zm íniti  o barvení, k te rého  se 
užívá v  bakteriologii. Náleží to  sice do sam osta tné  k ap i ­
to ly , k te rá  po jednává  o bakteriologickém  vyšetřování, 
očkování, hotovení různých  půd  a td .,  avšak  přesto  u v á ­
dím  alespoň nejdůležitější způsoby barvení pro b ak te r io ­
logická vyše třován í,  k te rá  jsou pro každého lékaře v denní 
p raxi n u tn á .

P o u h ý m  barven ím  možno rozpoznati jen  velice n e ­
p a t rn ý  počet bakterií;  u v ě tš iny  jes t n u tn o  očkovati na  
půdy , a  tep rv e  dle v z rů s tu  a zabarvení kolonií, nebo  dle 
působení b ak te r i í  na  p ů d y  různě p řip ravené nebo z a b a r ­
vené a td .  možno ten  k te rý  d ru h  diagnostikovati.

V yšetření n a  p řítom nost m ikroorganism u v  různých  
tek u t in á c h  tělních, krve, moče, chrchlů, hnisu a td .  p ro ­
vád ím e t ím  způsobem, že k ap k u  vyše třovaného  m ater iá lu  
rozetřem e na  krycím  nebo podložním  skélku, nechám e 
n a  vzduchu  uschnouti, a po usušení ješ tě  fixu jem e buď  
tep lem  nad  p lam enem  nebo fixaěním i tek u tin am i.

Obr. 63.

14*
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Ve většině případů  stačí pro rychlou orientaci pouze 
fixace teplem.

N a ta k to  p řipravený m ateriá l nakápnem e některé  
z dehtových (anilinových) barev. Ponejvíce se používá: 
fuchsinu carbol-fuchsinu nebo methylenové modři. S v ý ­
hodou možno použiti soupravy lahviček s barvam i, k teré  
m ají zá tk y  s p ipetam i (obr. 63.).

Nejdůležitější barviva v bakteriologii používaná*

L ó f f l e r o v a  m ethy l, m odř alkalická :
Konc. vodný  roztok m ethylové m odři 30 ccm
Louh d rase lna tý  0 - 0 1  g
Dest. voda 1 0 0  ccm

Doba barvení jest libovolná, p rep ará t  vym ývám e 
v 1 % kys. octové, přeneseme do alkoholu, xylolu a do 
pryskyřice.

K (i h n e : M ethylová m odř 1*5 g
Alkohol absol. 1 0  ccm
K arbol. voda 5%  1 0 0  ccm

G r  a  m m. B arvivo připrav ím e tak to :  V eprouvettě
protřepem e anilinový olej s vodou, až povstane emulse,
kterou  filtrujem e přímo do koncentrovaného vodného 
roztoku gentianové violeti. Anilinovou vodu vkapu jem e 
do barvy  ta k  dlouho, až povstane na jejím  povrchu ko ­
vově lesklý povlak.

T ak to  připravené barv ivo  nakapem e na p rep ará t,  
barvím e 1 — 5 m inut, barv ivo  odkapem e a p repará t  osu­
šíme filtračním  papírem. Po osušení nakapem e naň rych le  
Lugolův roztok, ponechám e jej %— 1 m inutu , při čemž 
prepará t  zhnědne. Potom  roztok odkapeme, p rep ará t  
opět osušíme filtračním  papírem  a přeneseme k odbarven í 
do alkoholu, kde odbarvujem e ta k  dlouho, až p rep a rá t  
s tane se světle šedým, naěež jej přeneseme přes xýlol do 
pryskyřice.

W e i g e r t o v a  m ethoda  odpovídá úplně m ethodě 
Grammově, pouze při odbarvování použijeme místo a l ­
koholu směsi anilinového oleje-xylolu. Odbarvujem e pre ­
p a rá t  ta k  dlouho, pokud odcházejí z něho barevné vločky, 
naěež přeneseme ho do xylolu a kanady.

Touto  m ethodou možno zbarviti pouze bakterie, fib- 
rin a plísně, vše osta tn í zůstane nezbarveno, takže jest.
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nemožno postřehnouti os tatn í tkáně. Chceme-li míti i tk án ě  
zbarveny, jest nu tno  dříve prepará t , ,p ředbarv it i“ ně ­
jakou  kon tras tn í červenou barvou. Nejlépe se osvědčila 
kam encová košenila, kamencový karm ín a pirokarmín.

B a r v e n í  t u b  e r k u l o s  n i c h  b a k t e r i í .

M ethoda Z i e h l - N e h l s e n o v a .  Barvím e karbo- 
lovým fuchsinem a jako  kon tras tn ího  barv iva  použijeme 
m ethylové modři.

Fuchsin  (pro bakterie) 1 g‘ 
alkohol 1 0  ccm
konc. kyselina karbol. 5 ccm 
destillovaná voda 1 0 0  ccm

P rep a rá t  barv ím e v  karbolovém  fuchsinu při oby ­
čejné tem p era tu ře  24 hodin, při zahřátí ba rv y  až do varu  
5 m inut. Po zbarvení ponoříme p repará t do 5%  kyseliny 
sírové nebo 15% kys. dusičné, kde barva tém ěř okamžitě 
vymizí, načež jej pro táhnem e 70%  alkoholem a zbarvíme 
vodovým  roztokem  m ethylové modře (asi 2  min.). Alko­
hol, xylol, balsám.

M ethoda dle G a b e 1 1  a spočívá v tom , že barvím e 
karbolfuchsinem (G abett  I.), k te rý  odbarvím e kyselým 
roztokem  m ethylové modři (G abett  II.).

Používám e tud íž  dvou barev, z nichž kon tras tn í  záro­
veň odbarvuje. Předpis pro kyselý roztok methylové 
m odři :

M ethylová m odř 2  g,
25% kyselina sírová 100 g.

N ejprve barvím e asi 2  m inu ty  G abett I., omyjeme 
ve vodě a barvím e asi 1 m inu tu  1 v G abett II .,  při čemž 
červená barva  zmizí. Po tom  p repará t  opět omyjeme 
vodou; objeví-li se červené zabarvení, barvím e ještě je d ­
nou G abett II ., a přeneseme přes alkohol a xylol do bal­
sámu. Sklíčka s nátě rem  po om ytí ve vodě usušíme a p ří­
mo uložíme do kanady . Tuberkulosní bakterie  jsou zba r ­
veny  červeně, tk áň  modře. J ak o  bak t.  tuberkulosní barví 
se i bacily lepry.

C z a p l e v s k y .  J e m n ý  ná tě r  barv í se as 1 m in u tu  
karbolovou genciánou při slabém zahřátí. Opere se vodou 
a poleje Lugolovým roztokem  na dobu 30— 60 v teřin . 
Opláchne se vodou, differencuje alkoholem ta k  dlouho,
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až nevystupují více žádné barevné vločky (asi 1 m inutu). 
Po případě možno přidati  jednu  kapku  anilin-xylolu. 
N á tě r  dobarví se zředěným karbol-fuchsinem 1 : 10, 
(mírně se zahřeje). Opláchne se vodou a usuší.

G o n o c o c c u s  barví se různým i barv ivý  a možno 
jej v nátěrech velice lehce rozeznati. P latinovou kličkou 
rozetřeme kapku podezřelého sekretu (hnisu) na  skélku, 
na vzduchu osušíme a zbarvíme Ldfflerovou m ethylovou 
modří.

L a n z barví gonokokky ve směsi 1 dílu nasyceného 
roztoku fuchsinu ve 2%  karbolové vodě a 4 dílů nasyce- 
roztoku th ioninu  ve 2 % karbolové vodě. Ve směsi těch to  
dvou barev ponechá p repará t  asi % m inu ty  a po oplách­
nutí ve vodě a usušení uloží do kanadské pryskyřice. 
Gonokokky jsou zbarveny modře, hnisavé buňky  červeně, 
epithelie ohnivě červeně.

Velice výhodné a rychlé jest barvení směsí U nna- 
Pappenheim ovou (m ethylová zeleň-pvronin). Po zbarvení 
jsou jád ra  modrozelená, hnisavé buňky  světle červené, 
gonokokkus svítí intensivně červeně.

Dlužno uvésti, že gonokokkus jest gram m -negativní, 
nezbarví se Gram movou nebo W eigertovou m ethodou 
a nu tno  jej dodatečně zbarviti (vesuvinem a j.).

Plísně barví se nejlépe Grammem nebo W eigertovou 
m ethodou.

S p i r o c h a e t e  p a l l i d a  S c h a u d i n .  Vyše­
třování spirochaet řídí se dle m ateriálu; jde-li o vyšetření 
sekretu, možno natřené a usušené skélko barviti m etho ­
dou dle Giemsy (viz tu to), nebo vyšetřovati za čerstva 
v tem ném  poli, nebo konečně B u r r  i h o m ethodou, 
kterou provádím e tím  způsobem, že na  kapku  sekretu  
na podložním sklíčku nakápnem e kapku  teku té  čínské 
tuše, k terou  se sekretem smísíme. Po uschnutí p repará tu  
jsou spirochaety bílé v černém poli. V tkán ích  barv ím e 
spirochaety m ethodou L e v a d i t i h o .  Tenké a malé 
kousky orgánu fixujeme 12— 24 hodin v  10% formalinu, 
pak  přeneseme m ateriá l asi na  15 hodin do 96% alkoholu, 
z alkoholu do dest. vody, k terou několikráte vyměníme, 
až řezy klesnou ke dnu. Po tom  zavěsíme kousky na niti 
v tem né láhvi ve směsi :

1-5% vodný roztok dusičnanu stříbr. 90 ccm 
čistý pyridin 1 0  ccm
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V tom to  roztoku ponecháme kousky při teplo tě  37°
1— 6 dnů, pak  je krá tce opereme (v 10% pyridinu) a 
přeneseme do čerstvé směsi: 90 ccm čerstvě připraveného 
4%  vodného roztoku pyrogallolu a 10 ccm acetonu. Z té to  
směsi připravím e si žádanou tak to :

Pyrogall +  aceton 85 ccm 
pyrid in  čistý 15 ccm

V tom to  složení ponecháme p rep ará ty  15 hodin až 2  dni 
(ve tmě!).

Po redukci s tříb ra vypírám e kousky v dest. vodě, 
přeneseme do alkoholu a znám ým  postupem  zalijeme 
do paraffinu. Spirochaety jsou v řezu černé, tk á ň  světle 
žlutohnědá.

R  j c c i. Jednoduché barvení spirochaety pallidy. 
(Lo sperim entale čís. 5— 6 1922). A utor používá Thymol- 
Victoria-Blau od fy Grúbler, barvícího roztoku dle před ­
pisu:

Victoria-Blau 1 0  g
Thymoli 0 - 2  g
M ethylalkoholi 30 0 g
Aq. deštil. 1 0 0  0  g

Sklíčko podložní s nátěrem  zkoum aného m ateriá lu  
se lehce fixuje nad  plamenem, potom se na ně nakape 
několik kapek  barviva a zahřívá se lehce až do objevení 
páry. Omyje se, usuší, a pozoruje imersí. Všechny germi 
p repará tu  jsou zbarveny modře, více nebo méně in ten ­
sivně. Treponem a palíida přijímá zabarvení oblohy, 
k teré  se s tává  zřejmějším ve srovnání s jiným i spiro- 
chaetami, k teré  se barví intensivně modře, skoro fialově. 
T ato  m ethoda jest rychlá a dává jasnější obrazy než b a r ­
vení giemsou. K rom ě toho  m á tu  výhodu, že ponechává 
in tak tn ím i form y i rozměry spirochaet, čímž jest ods tra ­
něna hlavní nevýhoda všech m ethod založených na
impregnaci stříbrem .

G i e m s a ,  b a r v e n í  p a r a s i t ů  m a l a r i e  (Centrbt. f. 
Bacter. X X X II .  1902).

K rví n a třen á  sklíčka na  vzduchu usušená a alkoholem 
fixovaná položíme v rs tvou  dolů na mističku se směsí roz­
toků  azuru I. a eosinu.

P rvní roztok  jest 0*8 g azuru  I. (Grúbler) na  1000 ccm 
dest. vody, d ru h ý  roztok jest 0-05 g eosinu na  1000 ccm
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dest. vody (Eosin H óchst extra). P řed barvením  smísíme 
10 ccm slabého eosinu s 1 ccm azuru. Barvení t rv á  15 až 
20 m inut, n a to  se sklíčka ve vodě opláchnou, na vzduchu 
usuší a m ontují do kanadské pryskyřice. Toutéž m ethodou 
barví se trypanosom a.

A m o e b y  v e  s t o l i c i  a jich barvení. W iener 
(Arch. f. P ro tistenkunde 1918). Malý kousek hlenu přesune 
se lehce na  podložní skélko, na vzduchu usuší a přeleje 
methyl, alkoholem. P ak  vloží se p repará t  na 5 m inut do 
1% jodové tin k tu ry , opláchne ve vodě a obarví se Loefle- 
rovou modří (as 1 m inutu), opláchne se ve vodě a dobar- 
vuje se dále slabým eosinem (po 1 m inutu). Opláchne se 
vodou a usuší filtračním  papírem. K anadská pryskyřice.

S i k o r a H. S é r i o v é  ř e z y  z P  e d i c u 1 u s 
v e s t .  a j i n ý c h  m a l a c o p h a g ů .  (Arch. f. Schiffs- 
und Tropenhygiene).

Fixování p repará tů  nejlépe provádím e ve směsi van 
L e e u w e n ;

12 dílů 1% pikrové kys. v alkoholu abs.
2 díly formolu
2 díly chloroformu
1 díl kysel, octové.

Tato  tek u tin a  zachovává nejlépe ssavý aparát, vniká 
rychle, ale jest nu tno  břišní část, jakož i nožky (hlavně 
drábky), k teré při řezání kazí nůž, odříznouti.

Velice dobře konservuje též sublim át (konc. roztok).

Z a l é v á n í .

Sam otné zalití do paraffinu, jakož i do celloidinu 
jest naprosto  neupotřebitelné; nu tno  zalévati do paraffin- 
celloidinu dle A p a t  i h o. Materiál se vloží do 0*5% pak 
do 2%  a konečně do 4%  celloidinu a u tv rd í se v parách 
chloroformu. Pak  se odstraní všechen aether-alkohol 
v teku tém  chloroformu načež se vloží do směsi olejů: 
4 díly chloroformu (dle váhy), 1 díl karbol. kyseliny 
kryst., 4 díly cedrového oleje, 2 díly origanského oleje 
a 1 díl abs. lihu. V té to  směsi se ponechá materiál, jenž 
byl v celloidinu zalit, as 3 hodiny; za tu to  dobu se 3krá te  
směs změní, načež se oleje musí důkladně vyčistit i v ben ­
zolu (as po 6 hodin, při čemž se musí benzol několikráte 
změniti). Veškerá stopa vody musí bý ti odstraněna, jinak 
nastane svraštění. N a to  se vloží m ateriál na 12 hodin do
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paraffinu  při 57° tavení. Rezy as \ \ i  lepí se na glycerinový 
bílek a uloží k  uschnutí. Barví se nejlépe G i e m s o u, 
jád ra  jsou velice dobře k rozeznání od ostatn ího plasma, 
a zároveň jsou dobře zbarveny mikroorganismy. Před 
barvením  nu tno  odstran iti  paraffin  i celloidin z řezů. Je-li 
m ateriá l fixován sublimátem, tu  musí se řezy přenésti 
z alkoholu silného do slabšího až do vody, a pak  do 
jodkalia. Rezy se barví po 6 hodin v  roztoku G i e m s a 
(2 k ap k y  na 2 cc vody). Differencování provádí se za 
mikroskopické kontroly  nejdříve v  neutrá ln ím  acetonxy- 
lolu (za příčinou odstranění červených sraženin) na to  
pak  v acetonxylolu (20 ccm) s přidáním  1 kapky  1% uh li ­
č i tanu  sodnatého.

V o g e l  R. (Zoolog. Jah rb .  1921). A utor uvádí, že 
obdržel dobré řezy z pediculus vest. po tvrzení v  60% 
alkoholu, načež veš byla rozdělena n a  menší části a ty to  
vloženy do absol. lihu, k te rý  byl několikrá te změněn, na 
4 hodiny. Z alkoholu byly  přeneseny do chloroformu, 
k te rý  byl tak též  několikrá te vym ěněn. Poté se do chloro­
formu přidá paraffinu. Chloroform nechá se pom alu od- 
pař it i  a m ateriá l se přenese do čistého paraffinu, co možno 
tvrdého. T ato  m ethoda je velice jednoduchá a možno 
hotoviti řezy 3— 5 fi.



XV. Sbírání planktonu.

Chceme-li sbírati mikroskopickou faunu našich vod, 
počínáme si různě. Nejjednodušší způsob je ten, že nabe­
reme do láhve se širokým hrdlem nebo do hluboké misky 
vodu, ve k teré opíráme celé t rsy  vodních rostlin. J in d y  
vy trhám e kořeny vodních rostlin a oplachujeme je i 
s bahnem . Tím způsobem dostanem e hojnou kořist, 
o čemž se můžeme již jednoduchou lupou přesvědčiti. 
Chceme-li sbírati p lankton plovoucí (na př. v rybnících), 
zaopatřím e si t a k  zv. sáček planktonový. Tento jest 
zhotoven z velmi jemného t.  zv. m lynářského plá tna; 
na jeho zúženém konci jest kovová objímka, do k teré  
možno vložiti a bajonetovým  uzávěrem upevniti  kovovou 
nádobku, ve k teré jest uložena nádobka skleněná. Sáček 
připevněn jest k delší dřevěné hůlce. Protáhnem e-li sáček 
vodou, tu  při vytažení sáčku voda odtéká a ve skleněné 
nádobce zachytí se vodní fauna, k terou vylejeme do při­
pravené větší skleněné nádobky  a lovení opakujeme. 
Ilodláme-li prohlížeti faunu v  náplavu  rybníků, použijeme 
sáčku, k te rý  m á dvě síťky, jednu  se širokými, druhou 
s jem ným i oky. V první síťce, s velkým i oky, zachytí se 
všechny velké p ředm ěty  jako kam eny, větv ičky  a td .  
V druhé síťce zachytí se menší hm oty  a na stěnách tře t í  
jen nejjemnější naplavenina s faunou.

Pro  faunu jezerní a mořskou jsou síťky  různě sesta­
veny, hlavně pro lovení v  různých hloubkách. Takové 
síťky opatřeny jsou závažím a spouštějí se po provazech 
do určité  hloubky, ve k teré nu tno  vyšetřovati.  V žádané 
hloubce otevře se tep rve  nádobka, po nějakou dobu síťku 
táhnem e ve vodě, pak  nádobku uzavřem e a vy táhnem e 
nad vodu. Není zapotřebí šíře se zm iňovati o různých za ­
řízeních potřebných pro taková  vyšetřování, jelikož ve 
všech přímořských vyšetřovacích stanicích jsou veškeré 
pom ůcky po ruce.

Mikroskopické vyzkoušení p lank tonu  děje se za čerstva 
tak ,  že pipetou nakápnem e vodu, ve k teré nalézá se
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plankton, na podložní sklíčko a na kapku  přiložíme skélko 
krycí. Abychom nepoškodili přiložením skélka objektů, 
podkládám e pod krycí skélko, jak  bylo již dříve uvedeno, 
kousek hedvábného papíru, vlas, úlomek krycího skélka 
a td . (viz vyšetřování za čerstva).

Chceme-li nasbírané organismy konservovati, dlužno 
je nejprve  pomalu narkotisovati,  jelikož jinak se v kon- 
servačních teku tinách  k nepoznání změní. N arkotisujem e 
tím  způsobem, že pipetou přeneseme zvířenu do vody, 
ve k teré jest jen stopa chloroformu. V eprouvetě pro ­
třepem e vodu s několika kapkam i chloroformu, necháme 
ustáti.  Chloroform se oddělí od vody, slejeme čistou vodu 
a stopy chloroformu v ní obsažené stačí úplně k narkose* 
J a k  důležitá jest narkosa, o tom  nejlépe se přesvědčíme 
na exemplářích hydry  (H. viridis, grisea); po narkose 
vidíme, že chapadla zůstala  vychlípena a celý živočich 
jes t norm álně vytažen, jinak  se bez narkosy v  konservač- 
ních teku tinách  stáhne v kuličku. N ěkdy stačí na omámení 
kouř z doutn íku  nebo cigarety, k te rý  foukneme na hodi­
nové sklíěko s vyšetřovanou vodou, a k teré  jiným  skélkem 
přikryjem e, aby  kouř neunikal.

Konservaci možno provésti nejlépe nasyceným  vod ­
ným  roztokem  sublim átu  s přidáním  kyseliny octové; 
ku konservování horkým  roztokem  stačí doba 15 až 30 
vteřin, s tudeným  15 m inu t až 1 hodina. Potom  možno 
přenésti m ateriá l ihned do alkoholu. Rovněž velice pěkně 
konservuje kyselina osmiěelá.

Barvení živých protozoí (viz str. 52.).
Vyšetřování řasinek u různých  mikroorganismů možno 

nejlépe prováděti přístrojem pro osvětlení v tem ném  poli 
(viz str. 35.).



XVI. Zřeďování lihu vodou při 15° C.

V ýpočet v  tabulce na str. 221, sestaven tak, že ukazuje, kolik dílů  

v od y  jest  nutno přidati ku 100 dílům  základního alkoholu, bychom  d o ­

cílili žádaného stupně zředění. N a  př.: Potřebujem e líh 70% , základní 

jest 90% , nutno ku 100 ccm 90% lihu přidati 31*05 ccm vody; je-li zá ­

kladní líh 80% , stačí již 15*35 ccm vody.

L ó w i udává  velice jednoduchou m ethodu ku zřeďo­
vání základních roztoků na určité procento. Dle nčho 
nalijeme do odměrného válce to lik  dílků (ccm) základního 
roztoku, kolik procent má rozředěný roztok obsahovati, 
a rozřeďovací teku tinou  naplním e válec do to lika dílků 
(ccm), kolik procent základní roztok obsahoval. N a př. 
ze základního 96% alkoholu pořídíme 38%  zředění tak , 
že ku 38 ccm původního 96% alkoholu nalijeme do 96 ccm, 
t .  j. 58 ccm vody.
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A bbé 12, 13, 20; -ův kreslící přístroj 
27; -ův osvětlovací přístroj 14, 23 

Alkohol 62; -ové karmíny 134; ~ 
kys. octová 62; ~ R anvierův 74 

Am moniakální karmín 134 
Am m onium  m olybdenicum  164 
A m oeby ve stolici 216 
Anilinová modř 143 
A nilinový olej 138 
A nilinová voda 138 
Anthrapurpurin 72 
A pathy ~ nervstvo 173 
Argentum nitric. osový válec 148 
A ssm ann granula 182

Babes -  safranin 138, 139 
Barvení adjektivní 124; ~ centr, 

nervstva 148; -  difusní 124;
-  dvojité 140; ~ mikroorganismů 
211; ~ osového válce nervů 148, 
154; * plasm atu buněčného 140; 
~ preparátů 123; * progresivní 
124, 137; ~ regresivní 124; * sub- 
stantivní 124; -  tuberkulosních  
bakterií 213; ~ tuku 177; -  v  celku  
124; -  za čerstva 50 

Barviva dehtová (anilinová) 135; 
~ haem atoxylinová 126, karmí- 
nová 131 

Beale ~ zažívání 76 
Benda m odifikace Van Giesona 

143; ~ periferní nervy 153 
B ensol 99; -  alkohol 99 
Berlínská modř gelatina 191; -  roz­

pustná 190; -  injekce 190 
Bernard centr, nervstvo 153 
B e stů v  karmín 176 
B ethe neurofibrilly 162 
Bielschowski, nervstvo 1 5 8 ,1 5 9 ,1 6 7  
Bílek k lepení 117 
Bílení 76
B ílkoviny, barvení 185 
Biondiho barvivo 144 
Bismarkova hněď 139 
Bleu  de L yon 143 
Blue-black, gangl. buňky 161 
Boedecker, odvápnění 71 
Boehm er haem atoxylin 126

Bor nova rekonstr. m ethoda 199 
Botanické reakce a barv. 184 
Burri spirochaeta 214  
Boneziova tekutina 64 
Borax-ferricyankalium 149; ~ -kar- 

min 134.
Brunk zalévání 102 
Bum pus celloid paraffin 103 
Buniěina, reakce 184 
Butterfield-granula 182 
B útschli haem atoxylin 128

Camera lucida 36
Cajal S. R . neurofibrilly 165
Carazzi haem atoxylin 128
Celloidin 95; -  paraffin 103
Ciechanovski, barvení 180
Clonky21
Conheim, chlorid zla tnatý  170 
Corning, neurokeratin 147 
Czaplevsky, barv. tbc. bakt. 213 
Czokor-košenilla 132

č o č k y  achromatické 27; ~ aplana- 
tické 11, 27

D ahlia  139
Dam arská pryskyřice 46 
Dantschakoff, řezy celloid. 111 
D ehtová barviva 135 
D elafieldův haem atoxylin 128 
D em onstr. okulár 26 
D ioxyhaem atein  130 
Dogiel, nervstvo 173 
Drasch, impregnace zlat. 169 
Dřevovina, reakce a barv. 184

E au  de Javelle 67, 77 
Edingrův přístroj 39 
Ehrlich, gentiana 139; ~ haem ato­

xylin  127; * -ova m ethoda bar­
vení nervů m ethyl, modří 171; 
modř 52; ~ -ův triacid 144, 180 

E lastická tkáň 173 
Ellermann, granula 183 
E osin  140
Erlickiho tekutina 59
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Fibrin, barvení 176 
Field-Martin, celloid. paraff. 103 
Fischer 54, 55, 56; ~ granula 182 
Fixování preparátů 53 
Flem m ing 54, ~ safranin 138;

-ova tekutina 56 
Formol 62, * kys. pikrová 64, 

~ Múllerova tekutina 63, * od­
stranění sraženin 63 

F osfáty , barvení 72 
Fránkel-fibrin 176; ~ nervstvo 152 
Frey, haem atoxylin 127 
Fysio logický roztok 45

G abett, barvení tuberk. bakt. 213 
Gangliové buňky spinální 161 

•  buňky centrání 160 
Gauk lepení řezů 118 
Gehutchen van, gangl. buňky 161 
Gelatina 47; ~ čištění 47; ~ injekce 

188; -  stříbrná dle Hoyera 192; 
~ -ové plotny karninové dle  
Krause 189 

Gentianova viollet 139 
Gillsonova tekutina 161 
Giemsa, barvení 180 
Giesbrecht, lepení řezů paraff. 117 
Gieson van, směs barev 142 
Glycerin 45 
Golgiho m ethoda 162 
Gonococcus 214 
Gramm barvení mikrobů 212 
Greenough, stereosk. mikr. 25 
Grenacher, bílení 77; ~ borax kar­

mín 134; ~ Mayer, karmín s kys. 
solnou 135 

Gum m ový roztok k lepení řezů 117

Haem acalcium  Mayer, 128 
H aem atein  129
H aem atoxylin  Bóhmer 126; ~ Dela- 

fied 128; -  Hensen 129, -  jodjod- 
kali 128, ~ kamencový Frey 127, 
~ Kultschicki-W olters 131, -  k y ­
selý, Ehrlich 127, ~ Rochl 72, 
~ W eigert 130, -  zrání 126 

Heidenhain, barvivo 144 
H eim staedt, stereo-mikroskop 26 
H elly -  impregnace 162, ~ granula 

183, -  Maximova tekutina 61 
H enningsova tekutina, cliitin 68 
Hensen, haem atox. 129, * koše- 

n i Íla 132 
Herringův přístroj, injekce 166

Hermann, dehtová barviva 123, 
-ova tekutina 61 

Hofker, fixace 66 
H oyer, gelatina stříbrná 192 
H yalin , barvení 176

C hilesotti, barvení os. válce 154 ,157  
Chitin 67
Chloralhydrát, macerování 75 
Chlorid zla tnatý  169 
Chromatická vada 11, 27 
Chromo-kamencový dioxyhaematein  

130
Chromová kyselina 59, 74  
Chromogen 168

Illum inator 25 
Immerse 15
Impregnace chlorid, zlat. 169, ~ 

osových válců 158 
Indig-karmín 144 
Indulin 142
Injekční m ethoda mikroskop. 187, 

* pro vyšetřování Roentgenem  
198

Injekční přístroj Herringův 194, 
-  Ludwigův 193, * Ranvierův 194

Janošík 54
Jednoduchý mikroskop 19 
Jeh ly  preparační 43 
Jennerovo barvivo 179 
Jodserum 45, 75 
Jodjodkali Lugol 176

Kanadský balsám  46  
Kapka visutá  52 
Kaplan, centr, nervstvo 156 
Karmín 131, -  B estův 176, ~ bo­

raxový 134, ~ gelatina, injekce 
187, ~ kam encový 132, * s kys. 
solnou 135 

K arm kamenec 133 
Kaiserling 67 
Ivlebsův nůž 52 
Ivleinebergova tekutina 64 
Kofler, m ontování preparátů 46 
Kollagení vazivo, barvení 175 
K olofonium  benzol 47 
Kom orová voda 45 
K om ůrky na zalévání 100 
Korek, reakce a barvení 185 
K ošenilla černá, Hensen 132 ~

Czokor 132
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K ošíčky na serie 121 
K rause, gelat. m assa červ. 189 
K reibisch, rongal. běl 172 
K reslicí přístroj Abbé 37 
Krevní preparáty sušené 177, * za 

čerstva 51 
K rycí skélka 14, 15, 90 
K ulm e, impreg. zlat. 171, -  m eth.

modř, bakterie 212 
Kultschicki, barvení 152, ~ Wol- 

ters, haem atox 131, ~ tekutina 59 
K uskow , zažívání 7G 
K yselina dusičná 62, -  macer. 74, 

~ ředění 71, ~ chromová 59 ~ 
octová  45, ~ octová-chrom ová  
60, ~ octová s osm ičelou 56, ~ 
osm ičelá 56, * pikrová 141, ~ p i­
krová sírová 64, siřičitá 71, sí­
rová 75, ~ solná macer. 74, * solná 
odvápnění 71, ~ solná bílení 77, 
~ trichloroctová 66

L anc, gonococcus 214  
L átk y  přechodné, paraffin 99 
Lenhossek, gangl. buňky 161 
Lepení řezů celloid., bílek 111 

~ paraffinových nezbarvených 116 
~ barvených 116 

L evaditi, spiroch. pallida 214  
Líh, ředění 220  
L ith iový  karmín 135 
L ithium  carb. W eigert 150 
Locle, barvení granul 181, -  oxy-  

dasy 183 

L opatičky 44
Louh draselnatý, macer. 74  
Lófflerova m eth. modř. alk. 178, 

212
L ów it, chlor. zlat. nervy 170 
Lówi, ředění lihu 220  
Ludw igův injekční přístroj 193 
Lugolův roztok 176 
Lupy 19

M acerování 73 
M agnesia karmín 133 
Mallory, osové válce 155 
Mann, gangl. buňky 161 
Marchiho m ethoda, nervy 154 
Martinotti, elastická tkáň  173, ~ 

granula 181, ~ nervstvo 161 
M axim ova tekutina 58, * Zenker 58 
May-Griinwald 182

Mayer P ., bílení chlorem 76, ~ bílek  
k lepení 117, -  haem acalcium  128, 
~ karm kam enec 133, ~ indig- 
karmín 144, ~ m agnesia karm. 
133, -  odvápnění 71, ~ para- 
karmín 135, ~ triacid 145 

M etachrom asie 125, 145 
M ethylový alkohol, macer. 74 
M ethylenová modř 146 
M ethylová zeleň 140 
M ichaelis, paraffin 119 
Mikrofotografie 205, ~ Zeiss u ltra­

fia lové paprsky 209 
Mikrometer okulární, objekt. 16, 

18, 40
Mikroskop 20, 25, * ultra 34  
Mikrotom 80, -  A lbrechtův 82, ~ 

Beckerův 83, -  Jungův 81, ~ 
M inotův 86, -  R anvierův 80, 
•  R eichertův 82, ~ R ivertů v  81, 
~ R ocking 85, -  nože 88, ~ Sar- 
torius 88 

Móllendorf v .,  barvení 175 
M ontování preparátů 90, ~ velkých  

řezů 94 
Mořidlo W eigertovo 149 
Mucin, barvení 176 
Můller v . barvení krve 179 
Můllerova tekutina 59, -  formol 

63, 74
Myelin, osm ium  147, * W eigert 148

N ab ias, centr, nervstvo 157 
N arovnavač řezů paraff. 120 
N arovnání řezů paraff. na teplé  

vodě 119 
N ativn í preparáty 53 
N eapolská vodní lázeň 102 
N ěm ec, barvení škrobu 186 
Neurofibrilly 162 
N euroglia 168 
Neurokeratin 147 
Nigrosin 143 
N issl, gangl. buňky 160 
Num erická apertura 12

O bjektivy 10, ~ achrom atické 29, 
-  apochrom atické 29, * immersní 
30, ~ korrekční 30, -  semiapo- 
chrom atické 31 

Oberháuserova komora kreslicí 36 
Oetan m ěď natý neutr. 149 
Odbarvování (bílení) 76



Odbarvovací tekutina W eigertova  
149

Odvápnování 69 
Okajima, barvení tuku 177 
Okular, H uygenský 28, ~ kompen- 

sační 12, -  mikrofotograf. 28,
-  periplanatický 28, projekční 28, 
~ demonstrační 26

Olej bergamotový 46, -  cajeputový  
160, ~ hřebíčkový 46, * origan- 
ský 46

Olt lepení řezu celloid. 112 
Orámečkování preparátů glyc. 93 
Oranž G. 142
Orgány lymfoidní, barvení 180 
Orthova fix. tekutina 63 
Orthův lithium  karmín 134 
Osmičelá kyselina myelin 147 
Osový válec ~ nervy 147 
O xydasy 183
Oxvfilní granula, Loele. 181

Pal-W eigertova m ethoda 150 
Panehrom, barvení 181 
Pankreatin, zažívání 76 
Pappenheim  barvení 181 
Pappenheim -Unna 141 
Parabolloidový kondensor 35 
Paraffin 98, * pásky 114, -  celloidin 

103
Para karmín 135
Parker fixace metli, modře 173 
Pepsin 76
Perenyova tekutina 62 
Peroxydasy 184
Peterfi, cel. paraf. zalévání 104 
Phloroglucin, odvápnění 71 
Pikrová kyselina 64, 71, -  filtr 208 
Plankton sbírání 218, -  konservace 
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Podložní skélka 90
Pochod zalévání do celloidinu 98,

-  celloid.-paraffin 103, -  zhoto­
vení trvalých preparátů 91

Polarisační přístroj 41 
Polychromová modř 145 
Preparační jehly 43  
Pryskyřice, reakce a barvení 185 
Přesné měření mikroskop. 40 
Příprava barev 125, -  pro injekci 

187, -  materiálu pro injekci 196,
-  pro řezání z paraffinu 112 

Přiřezávání paraffinu 113

R e j s e k ,  Mikroskopická technika.

Přístroje k injekci 193, -  ke kres­
lení 36, -  mikrofotogr. 205 

Prostředky fixační 56 
Purpurin 72 
Pyrogalol dle Kossa 72

Rabi, lepení řezů 118, -ova teku­
tina 60

R anviér, ammon. karmín 134, -  
alkohol 74, ~ dehtová barviva  
123, -  chlorid zlatnatý  170, ~ 
mikrotom 80, -  pikrokarmín 75 

R athova tekutina 65 
R avitzova tekutina 64 
R eichertův mikrotom 80 
Rejsek, přímé barv. deht. barv. 137 
Rekonstrukční m ethody 199 
Revolver 24 
Rhumbler, barvení 145 
Ricci, barvení spiroch. pal. 215 
Rosin, barvení centr, nervstva 152 
Rubaschkin, celloid. serie 111 
Rychlá methoda lepení řezů 119

Ředění lihu 220
Řezání z paraffinu 118, * z celloid. 

105

Safranin 138, 173 
Salmon, anthrapurpurin 72 
Sartorius, mikrotom 88 
Scarpatti, centr, nervstvo 157 
Seller indigokarmín 144 
Sériové řezy, z celloidinu 107, .

z paraffinu 118 
Sérum jodové 46, ~ umělé 45 
Sférická vada 10, 27 
Sikora, řezy m alakofágů 216 
Silsen -  zalévání, aceton 102 
Skélka podložní a krycí 14, 15, 90 
Skleněné nádobky 44, -  uhly k za ­

lévání 100 
Specielní barvení 146 
Spirochaeta pallida 214 
Stabilit 113 
Stínítka 21 
Stolek ke kreslení 38 
Sublimát 60, -  odstranění krystalů 

61
Sudan III. barvení tuku 177 
Svorky objekt ní 84 
Schaffer, odvápnění 69, 73 
Schállibaum, lepení 116 
Schnitzler, barv. nervů 151

15
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Schriede, barvení 181
Schussik, průkaz vápna 72
Sternberg, barvení 180
Stoelzner, průkaz železa v  řezech 177
Strasser, lepení řezů 116
Stróbe, nervstvo 155
Škrob, mikr. reakce a barvení 185

Tánzer, elast. tkáň 173 
Tekutina, pozorování za čerstva 45, 

~ Lowiho, ~ Perenýova, * Můlle- 
rova atd. viz dle jména  

Tellyesniczky 53, 56 
Tepelná skříň mikroskop. 33 
Thermoregulátor 101 
Thermostat 101 
Thionin 139 
Thoma, odvápnění 71 
Tm avé pole 35
ToDuidinová modř 139, * Bethe, 

neurofibrilly 164 
Tonkoff, anil. modř. 143 
Triacid, Mayer 145, -  Elirlich 144 
Trichlor -  octová kys. 66 
Trvalé preparáty 91, -  v  glyce­

rinu 47
Tříslovina, reakce mikrosk. 185 
Tuk barvení 177

Ú hel otevření, čočky 10, 27 
Ultrafialové světlo  209 
Ultramikroskop 34 
Um ělé sérum jodové 45, ~á slina 

75
Unna, barvení mucinu 176, vláken 

kollagen. 175, ~ bílení 77, elas­
tická tkáň 174, -» peroxydasy 184 

Upevnění nože 85

V ad y  po zalití do celloidinu 106, 
-  celloid. řezů sériových 110, ~ 
při hotovení trvalých preparátů 
92, * při řezání z paraffinu 114, 
~ sériových řezů paraff. 121 

V ápno, průkaz v  řezech 72 
V asielevský 54

Verocay, formol. sraženiny 63 
Vesuvin 139 
V isutá  kapka 52
Vogel, řezy z pediculus vest. 217 
Vólker, modifikace barvení V. Gic- 

sonem 142 

Výbrusy kostí zubu 77 
Vyšetřování blan 49, -  za čerstva  

48, -  krve za čerstva 51 
Vytápěcí stolek 33

W assermann, celoid. paraf. 104 
W eigenreich, fixace krve 178 
W eigert, barvení bakterií 212, -  

barvení fibrinu 176, ~ celoid.
serie 110, ~ elastin 174, ~ barvení 
nervstva 148, ~ barvení nervstva  
bez odbarvení 149, ~  neuroglia  
168, ~  haem atoxylin 130 

Wiener, am oeby ve stolici 216  
Woltcrs, osový válec 152, 156 
W olters-K ultschicky, haem atoxylin  

131

X ylol 46, ~  anilinový olej 46, -  
karbol. kyselina 111

Z alévání do celloidinu 95, ~  celloid.
paraffin 103, ~  do paraffinu 98 

Zažívání 76 
Zeleň m ethylová 140 
Zenkerova tekutina 58 
Zetnoff, filtr světelný 208 
Ziehl-Nehlsen 213 
Zieler, granula 182 
Zimmermann, barv. dřevoviny 184 
Zorné pole 16 
Zrcadlový kondensor 35 
Zubní em ail, odvápnění 71 
Zvětšení v  mikroskopu 16 
Zwaardemaker, safranin 138

Ž eleritý  haem atein Hensen 129 
Ž ele 'o  v  řezech, piůkaz 177 
Žlučovod. kap ilá iy , barvení 180
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