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FORSTE AFSNIT.

OM MIKROSKOPET.

Benzvnelsen mikroskop omfatter egentlig saavel det enkle
som det sammensatte mikroskop.

Det enkle mikroskop bestaar blot af et optisk system,
en enkel (akromatisk) linse eller lupe, baaret af et stativ.

Det sammensatte mikroskop er det, som i vore dage
betegnes med mikroskopnavnet. Det bestaar af to samvir-
kende linser eller linsesystemer med dertil herende stativ og
belysningsapparat.

Det blev opfundet i 1590 af brillemageren Zacharias Jan-
sen i Middelburg.

Ved det sammensatte mikroskop kan saaledes skjelnes
mellem den mekaniske del eller stativet og den optiske del,

der indbefatter linsesystemerne og belysningsapparatet.

A. Den mekaniske del eller stativet

tiener til bmrer og stette for det optiske apparat. Det
gives en noget forskjellig bygning. Man har saaledes en kon-
tinental (fransk og tysk) og en engelsk-amerikansk typus.

Ved den hos os mest anvendte kontinentale type hviler

stativet paa en solid fod af metal, gjerne af form som en

1 — Gade: Mikroskopet.




Stort mikroskop (Zeiss

» Jena) med beveaegeligt og dreibart bord.
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hestesko™ («hesteskomikro-
skop»). Fra foden h=ver sig
sgilen, der barer det horizon-
tale bord, som kan gjeres enten
rundt eller firkantet.

I midten af bordet er der
en aabning til gjennem-
gang for lysstraalerne, der
reflekteres op herigjennem af
det under bordet anbragte be-
lysningsspeil med eller uden
et mere kombineret belys-
ningsapparat af linser. Selve
lysaabningens storrelse kan for-
andres ved at indsatte blaen-
dere, diaphragmer, af for-
skjellig aabning. Bordets gver-
ste flade gjores sort for at
undgaa den generende lysreflex
fra det blanke metal, og er
gjerne belagt med glas eller
koutschouk, til beskyttelse mod
indvirkning af kemikalier. Paa
bordet findes i regelen ogsaa
etpar elastiske metalklem-
mer til at holde praparatet
fast med.

Foden, spilen og bordet er
ved de mindre stativer fast og
ubevageligt forbundne med
hverandre. Paa storre stativer

findes gjerne et charniereled

i spilen, saa den gverste del

Iidet mikroskop.

af instrumentet kan leegges bag-




mmrummlllllllIIIIIII!II|ll||Illl|Ill'llI!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH, =

J!!!WSHINllii'iil&i"Ilml"”'n'!!"'i.'iiiiWﬂ'M |

Middels mikroskop (Leitz, Wetzlar).
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over til lettelse ved arbeidet. Ogsaa bordet gjeres ofte be-

vaegeligt, saa det dels kan dreies horizontalt om sit midtpunkt,
dels ved skruemekanismer kan fores frem og tilbage samt fra

side til anden (se fig. 1, 4, 8 og 9).

Hiig S,

Engelsk model (Swift & Son, London).

Det er ofte nodvendigt, swrlig ved undersggelse af levende
organismer, at holde praparatet i en hoiere temperatur end
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Engelsk model (Swift & Son, London).




omgivelserne. Den gjores ved hjelp af varmebord, hvoraf

fig. 6 og 7 viser forskjellige konstruktioner.

Fig. 7.




tet Fig. & 0g.0.

ST

Forsynes det bevagelige bord med inddeling, kan
det bruges til maaling af vinkler eller dimensioner i prapara-

Soilens forlengelse
over bordet barer den
horizontale arm.
Paa mindre stativer

E.Leitz ender denne i en fje-

Wekzlar

drende hylse,jhvori

tandhjul (fig. 1 og

besgrger den grovere

det egentlige mikro-
skoprgr, tuben, er
anbragt (se fig. 3), saa
at den kan forskyves
op og ned i hylsen
til den grovere indstil-
ling. Paa storre sta-
tiver er der en sar-
egen tubelgfter, der

indstilling ved hjalp af tandstang og
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Tuben selv bestaar oftest af to i hinanden forskyvelige dele,
saa den kan forkortes og forlenges. En millimeterskala, ind-
gravet paa det ene af stykkerne, tjener til aflesning af tubus-
lengden. Denne er paa de kontinentale instrumenter 150—200
mm., paa de engelske meget laengere (250—400 mm.).

I tubens begge ender er linsesystemerne anbragt, opad
okularet, nedad objektivet.

I soilens forleengelser findes i regelen anbragt mikro-
meterskruen, hvorved mikroskopets fine optiske indstilling
foretages. Dette er stativets vigtigste del, og maa vare udfort
med en hei grad af neiagtighed. Anordningen er ved Leitz’
nyere instrument saaledes :

Seileforlaengelsen gives form af
et tresidigt prisme med glatpolerede
flader (A) (se fig. 10). Det omslut-
tes af et lignende tresidigt hulprisme
(B), som danner en fortsettelse af ‘
den horizontale arm og tuben, og %
holdes her stgt ved en staaltjer.

Ved hjelp af den meget noiag-
tigt forarbeidede mikrometerskrue

(C) kan det ydre hulprisme og der- S

ved tuben med linsesystemerne be-
vaeges op og ned. For at ikke vagten

af disse dele skal hvile paa skruen

\////////

og derved gjore bevagelsen tung og

|

S
N
\
N
N

frembringe slid og ungiagtighed, an-

e

bringes inde i hulprismet en spiral-
fier (D), hvis spandkraft er af-
passet efter denne vaegt. Lige-

Mikrometerskrue (Leitz’ system).

ledes gjores skruen selv og de dele, mod hvilke den trykker,
af meget haardt materiale som herdet staal og agat.
Skruen gives nu om stunder gjerne en neiagtig kjendt

stigning, f. eks. o,és—o,s mm, pr. omdreining. Ved hjelp af




en inddeling paa skruehovedet (se fig. 1) kan indstillingsforandrin-

ger ned til 0,01 mm. og mindre direkte afleses (dybdemaalinger).

En anden om end mindre anvendt anordning af den fine indstilling har

man i den saakaldte parallelogrambevegelse.

Pig, nx,

Parallelogrambevagelse

(skematisk).

Her er soilen og

¢ mikroskop

roret ikke forbundne ved en fast
arm, men ved to parallele, i begge
ender bevegeligt indskruede metal-
stykker (@, a). En paa roret ()
fast anbragt metalarm (¢) hviler
gjennem en split i soilen paa mikro-
meterskruens spids, og ved dennes
bevegelser blir nu armen og der-

med mikroskopreret heevet og seenket.

Lidet mikroskop, mikrometerskrue med

parallelogrambevagelse.

Den theoretiske indvending mod parallelogrambevagelsen, at den ikke

oregaar ret op og ned i den optiske akse, men er ledsaget af en side-
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beveegelse, viser sig praktisk uden betydning, og denne mekanisme benyttes

fremdeles af fremragende mikroskopfabriker og til de steerkeste forsterrelser.
Ved de engelske mikroskoper benyttes til den fine indstilling gjerne en

ve gtstangsbevaegelse i forbindelse med skruer. Den hele mekanisme er

anbragt i eller lige ved tuben og virker direkte paa selve objektivlinsen.

Fig. 13,

Mikrometerskrue med veaegtstangsbevagelse.

Engelsk system, Skematisk.

Ved denne forening af skrue og uligearmet veegtstang kan der selvfolgelig

opnaaes en meget jevn og langsom beveegelse og tilsvarende fin indstilling.

Under arbeidet med mikroskopet volder den ved skiftningen
af forstorrelser ngdvendige stadige af- og paaskruen af forskjel-
lige objektivlinser adskillig tidsspilde og ulempe.

Man har derfor konstrueret forskjellige apparater for at
lette linseombytningen.

Det mest anvendte er den saakaldte revolver. Dette
apparat bestaar af en fast del, som indskrues i tuben, og en i
forhold hertil om en akse bevagelig plade, hvori indskrues 2,
3 eller 4 linsesystemer. Idet pladen dreies om aksen, kan den
ene eller den anden af linserne hurtig og let bringes foran

tubens nederste aabning (se fig. 1, 3 og 5).




I samme hensigt har Zeiss, Jena, ogsaa konstrueret sin

sledeobjektivveksler. Ogsaa den bestaar af 2 dele. Den

ene af disse, tubussladen, der skrues fast paa tuben, baerer

Tubus-

%‘ ‘ slede
i

[

slede.

’ | ‘QWWMmunm\\*
Objektiv- S PSR il’iW@)

Sleedeol jektivveksler 1
stilling (Zeiss).

Sleedeobjektivveksler (Zeiss).

" paa sin underflade et nesten horizontaltliggende skraaplan med
| falser paa siderne. Den anden del, objektivsleden, i hvil-

ken objektivet indskrues, har paa oversiden en tilsvarende plan
E flade og passer ind i tuben og sledens falser. Idet nu alle
‘ objektiver er forsynet med hver sin objektivsleede, kan de med
stor lethed ombyttes. Ved hjelp af smaa skruer kan den nai-
agtige indstilling af objektiverne i mikroskopets optiske akse

finde sted.
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B. Den optiske del

af mikroskopet indbefatter a) linserne (linsesystemerne) og

b) belysningsapparatet.

a. Linsesystemerne

er anbragte i tubens begge ender, objektivet nedad mod den
underspgte gjenstand, objektet, okularet opad mod iagt-

tagerens oie.

For at forstaa det sammensatte mikroskops virkning, maa man erindre
folgende sztninger af den elementere optik:

1) Af en lysende gjenstand (@), der befinder sig foran en konvex linse
og udenfor sammes brendvidde (/7), dannes, efter at straalerne har passeret
linsen, paa dennes bagside et reelt, forstorret og om vendt billede (%)
mellem den dobbelte fokalafstand (%) og uendeligheden,

Fig. 16.

Objektivvirkning.

Dette er virkningen af objektivet

2) Af en lysende gjenstand (@), der befinder sig foran en konvex linse

inden for dennes breendpunkt, fremkommer paa samme side af linsen et V-

oy

Virkningen af okularet, lupevirkning.
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tuelt, forstorret ogopretstaaende billede beliggende mellem den dob-
belte fokalafstand og uendeligheden (lupevirkning).
Dette er virkningen af okularet.

Den samlede virkning af mikroskopet fremkommer
ved, at det af en gjenstand, 2 (se fig. 18), gjennem objektiv-
linsen, &4, dannede forsterrede, reelle billede, ¢, betragtes som
med en lupe gjennem okularlinsen, &, hvorved der af ¢ frem-

kommer et yderligere forstarret virtuelt billede, e.

Straalegangen i det sammensatte mikroskop. Samlet objektiv-

og okularvirkning.

Den hele ved mikroskopet opnaaede forstor-
relse er saaledes produktet af objektiv- og oku-
larforsterrelsen.

Som maal for denne angives nu altid den linewre forstorrelse 9: for-
holdet mellem lwngden af en linie seet i mikroskopet og seet med blotte oine.
I mikroskopiens barndom regnede man ogsaa efter kvadratisk forstorrelse,
hvorved man kunde komme op i imponerende tal. Naar det saaledes berettes
om instrumenter med 1000 ganges forstorrelse, betyder dette efter nutidens be-
tegnelsesmaade kun en forstorrelse paa neppe 31,7 gange.

Det er dog ikke ligegyldigt, hvilken af de to faktorer, objektivet eller
okularet, der tildeles den veesentligste rolle ved frembringelsen af forsterrelsen.

Det er nemlig udelukkende objektivet, som optager straalerne fra gjen-
standen og deraf danner det forsterrede reelle billede. Kun hvad deri findes,
blir gjenstand for den yderligere forstorrelse ved okularet, dette selv kan intet
nyt bringe ind. Det giver kun objektivets reelle billede en storre fladeudbred-
ning, bringer dets enkelte detaljer under en storre synsvinkel. Kun saalenge

objektivbilledet endnu indeholder detaljer, der paa grund af sin lidenhed ikke




i
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kan opfattes af oiet, er en forogelse af okularforsterrelsen hensigtsmaessig. Naar
alle objektivdetaljer treeder frem for oiet, betyder en yderligere okularforstor-
relse blot en unyttig teining af billedet. Den er unyttig og for saa vidt endog
skadelig, som den ved at fordele den samme lysmaengde over en storre flade
gjor billedet lyssvagere og desuden forsterrer alle feil ved billeddannelsen, som
ved en ringere okularforsterrelse kan oversees.

Kun ved-de- sterkeste og mest fuldkomne objektiver kan det derfor vere
berettiget at bruge steerke okularer.

Ved en smule erfaring vil man ogsaa snart lwere at aflegge den sedvanlige
begynderfeil at overdrive okularforstorrelsen.

Denvasentlige del af forsterrelsen borderforsoges opnaaet

gjennem objektivet.

I.  Objektivet.

Forstgrrelsen.

Fysiken lerer, at linsernes forstorrende evne gges, jo kortere
braendvidde de har, jo sterkere deres overfladekrumning er.

Forspget paa at tilveiebringe steerke forstorrelser ved an-
vendelsen af enkle linser med mindre og mindre krumningsradier
steder dog paa store hindringer, dels af teknisk natur, idet saa-
danne smaa linser er meget vanskelige at fabrikere ngiagtigt,
dels af optisk natur, nemlig den med stigende krumning ogsaa
stadig @gende sferiske og kromatiske aberration, og den der-
paa beroende indskrenkning i linsens brugbare synsfelt.

Den sferiske aberration er en fglge af, at linser
med kugleflader bryder lysstraalerne starkere i randpartierne
end i midtpartierne.

De gjennem sferiske linser brudte straaler samles altsaa
ikke <homocentrisk» i et enkelt breendpunkt /7, men i en brend-
linie /1, midtstraalerne leengst borte fra linsen, randstraalerne
naermere og nermere, (Fig 19).

Det dannede billede vil derfor faa en uensartet forstorrelse,

vil vise sig fortrukket, idet den ved midtstraalerne bevirkede
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forstorrelse er mindre end randstraalernes. Et kvadratisk net
vil, seet igjennem en saadan linse, ikke vise lige store masker

over hele synsfeltet, men storre og storre udover mod randene.

Fig. 19.

Virkningen af den sferiske aberration og dens korrektion

ved afblending af randstraalerne.

Det vil dernast ogsaa vare forvisket, isaer ud mod

ran
ikke falder i samme afstand fra linsen, men ligger over hver-

dene, idet de af randstraaler og midtstraaler dannede billeder

andre og saaledes falder ind i hverandres spredningskredse.
Disse ulemper tiltager i starkt stigende grad med linsens
krumning og udad mod randene. I linsens midtparti og ved

svagere krumninger gjor de sig forholdsvis lidet gjaeldende.

Den kromatiske aberration er en folge af de pris-
matiske farvers forskjellige brydbarhed (fig. 20).
De violette straaler brydes steerkest (), forenes naermest

linsen, de rode svagest, forenes langst fra linsen (7).

ligeledes i stedet for et breendpunkt en kromatisk)

Herved opstaar
billeder af forskjellig

[Langs denne befinder sig en rekke

breendlinie (7—7).
brydbarhed, liggende i hverandres

farve svarende til prismefarvernes forskjellige
Nermest den optiske akse, hvor alle straaler blandes, vil
1

spredningskredse.
t billede, men da spredningskredsene tiltager med ved

der dannes et ufarve
kommende farves brydbarhed, vil der udad mod j
af den steerkest brydbare farve.

billede kaldes den kro-

seriferien dannes farvede ringe,
og billedets yderrest kan blive violet, dannet
Denne forskiel i det af de enkelte farver dannede

matiske forstorrelsesdifferens.




Den kromatiske aberration bevirker, at det mikroskopiske
billede forstyrres af farvede konturer.

Den er af vesentlig betydning for en linses brugbarhed og
af langt stgrre vigtighed end den sferiske aberration. Ved
steerkt spredende glassorter (f. eks. flintglas) kan den kromatiske
breendlinie gaa op til /20 af breendvidden.

Saavel den sfeeriske som den kromatiske aberration bevirker
saaledes en med linsernes krumning stadig stigende uklarhed i
billedet og danner derved tilslut hindring for anvendelsen af
linser med meget korte krumningsradier.

Ulemperne ved disse aberrationer kan imidlertid til en ikke
ringe grad afhjalpes.

Den sferiske aberration modvirkes forst ved an-
vendelsen af blendere, der udelukker randstraalerne (fig. 19 &/),
saa at kun de praktisk talt homocentriske midtstraaler deltager
i billeddannelsen. Dog aftager herved billedets lysstyrke paa
grund af udelukkelsen af en del af straalerne. Ligeledes er den
sfeeriske aberration mindre udtalt ved plan-konvexe linser med
den plane side vendt mod objektet. Paa en mere fuldkommen
maade ophaves virkningerne af den sfeeriske aberration ved
kombination af to eller flere linser med modsat sferisk aber-

ration, der gjensidig ngitraliserer hverandre.
2 — Gade: Mikroskopet,
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Ved anvendelse af glas med elliptiske og paraboliske flader kan man vist-
nok endog med en enkelt linse undgaa «sfeerisk> aberration. Men forferdigel-
sen af saaledes slebne glas stoder paa saa store praktiske vanskeligheder, at
det ikke lenner sig.

Den kromatiske aberration afhjelpes for en vasentlig
del ved anvendelse af de saakaldte akromatiske linser. Disse
bestaar af parvis sammensatte linser af forskjellig sprednings-
evne, i regelen af crownglas og flintglas.

Den kromatiske aberration vilde veere uafhjelpelig, dersom lysets brydning
og spredning i de enkelte medier (glassorter) stod i samme indbyrdes forhold.
Dette er dog ikke tilfzldet. Saaledes har flintglas (kali-bly-silikat) omtrent

dobbelt saa stor spredningsevne som crownglas (kali-kall-silikat), medens dets

brydningsevne kun er ubetydeligt storre.

Fig 21.

A kromatisk spredning ved kronglasprisme 259,

B* "dot do. > flintglasprisme 12°.
C straalegangen i et akromatisk prismepar.
D do. > do. linsepar.

I et kronglasprisme paa 25° og et flintglasprisme paa 12° er farvespred-
ningen saaledes den samme, medens kronglasprismet afboier lyset ca. 14° og
flintglasset kun ca. 8° (fig. 21 4 og B).

Saxttes nu to saadanne prismer sammen med de brydende vinkler i mod-
sat retning af hverandre (se fig. 21 C), vil det af kronglasset spredte lys atter
samles af det lige staerke, men i modsat retning virkende flintglasprisme og
treede ud af dette som tilnzermelsesvis hvidt lys, og i en vinkel af 6° med den

oprindelige straaleretning, netop forskjellen mellem de to prismers brydningsvinkel.




N
Dette forhold anvendes til korrektion af linsers kromatiske aberration,
idet en (4i-)konvex kronglaslinse forbindes med en (plan-)konkav flintglaslinse
af saadan krumning, at den formaar at opheve den forstes spredning. Linserne
sammenkittes ved hjelp af kanadabalsam.
Et saadant linsepar siges at vare a kromatisk o: ufarvet (e privativ
og chromos = farve). (Se fig. 21 D).

Man taber ved disse visselig en del af linsens forstorrende

evne, men faar fuldstendigt vederlag herfor i den ved den kro-

matiske korrektion opnaaede storre skarphed i billedet.
Linser, hvori baade den sferiske og kromatiske aberration

er ophavede, kaldes aplanatiske. Dog bruges dette udtryk

ogsaa stundom sarlig om de for sfeerisk aberration befriede linser.

Alle for tiden anvendte objektiver sammensattes af saa-
danne akromatiske og aplanatiske linser.

Imidlertid giver heller ikke disse akromatiske linser et fuld-
kommen rent, farvefrit billede. En liden farverest bliver nemlig
tilbage ukorrigeret. Dette har sin grund deri, at de enkelte
farver ikke brydes lige sterkt i flint- og crownglas. Opfanget
paa en skjerm vil to lige lange spektra af kron- og flintglas
derfor vise en forskjellig fordeling af farverne; de af de enkelte
farver optagne rum vil ikke veere lige store i begge spektra, og
folgelig vil de omvendte spektra ikke fuldkommen ngitralisere
hverandre. Der blir altid en farverest tilbage: det sekundare
spektrum. Man maa derfor ved disse akromatiske linser ind-
skrenke sig til at nitralisere to farver ad gangen, og eftersom
billedet indeholder en rest af rgde eller af violette straaler, taler
man om over- eller underkorrektion af linseparret.

I den senere tid har det imidlertid lykkedes i det glastek-
niske laboratorium i Jena (under ledelse af Schott, Zeiss og
Abbe) at fremstille glassorter (borsyre- og fosforsyreglas) med
ensartet spredning (dispersion). Ved at anvende disse opnaaede
7 eiss at konstruere et objektivsystem, hvori to par farver er ngi-
traliserede, saa at ogsaa det sekundaere spektrum er fjernet.
Den ubetydelige farverest, som endnu er tilbage (det terticere

spektrum), er uden praktisk betydning.
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Man har kaldt disse linsekombinationer, der besidder en
«akromasi af hgiere orden», for apokromatiske. De tillader
benyttelsen af randstraalerne og gir sardeles rene og lyssterke
billeder paa grund af saa godt som alle straalers homocentriske

forening. De anvendes til finere undersggelser.

Den kromatiske forstorrelsesdifferens (se side 16) kan vistnok heller ikke
ved apokromatiske linser fjernes. Men den blir ved disse lige stor, baade i
midten og randen af linsen, og kan derfor kompenseres ved seregne, med den
modsatte feil konstruerede okularer, kompensationsokularer. Da imid-
lertid den kromatiske forstorrelsesdifferens ikke gjor sig gjeeldende ved de svagere
linser, maa disse, for at kunne benyttes med kompensationsokularer, med vilje
gives en bestemt kromatisk forstorrelsesdifferens, hvorfor de paa sin side igjen
ikke kan anvendes ved de almindelige svagere akromatiske objektiver.

Leitz, Wetzlar, konstruerede i sin tid en rekke meget
smukt farvekompenserende systemer, som benzevnes pantakro-
mater.

Swift & Son i London har nylig ligeledes konstrueret en
raekke objektiver med en meget betydelig akromasi, om end
ikke saa absolut som i apokromaten. Disse linser kaldes pan-

aplanatiske.

Linsesystemer.

Saavel den sfariske som den kromatiske aberration danner
saaledes en fglelig begransning for anvendelsen af staerkt krum-
mede o: forstgrrende enkeltlinser. E

For dog at opnaa de ngdvendige forstorrelser havde man
allerede tidlig begyndt at anvende den samlede virkning af flere
inser med svagere overfladekrumning. Man skruede blot flere
saadanne sammen efter behovet.

Imidlertid var denne maade at addere linserne sammen paa
beheftet med mange ufuldkommenheder; det var saaledes meget
vanskeligt saavel at faa de sammenskruede linsers optiske akser
til at falde sammen som at holde den rigtige afstand dem

imellem.
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Det var derfor et betydeligt fremskridt, da de faste linse-
systemer indfertes af Selligue og Chevalier i 1824.

Disse systemer, som nu udelukkende benyttes, bestaar af
et en gang for alle fast sammenskruet sat linser, hvis brydnings-
evne, krumningsradier, indbyrdes afstand og
gvrige bestemmende momenter er saaledes
valgte, at de enkelte linsers aberrationer ind-
byrdes ophaver hverandre, saa det hele system
derved er fuldt kompenseret.

De stazrkere systemer sammensattes ofte
af op til 6—8 enkelte linser. Den mod ob-
jektet vendende linse, hvis ydre flade i rege-
len er plan, kaldes frontlinsen.

Linsesystemernes betegnelse er

oftest rent vilkaarlig valgt af vedkommende
fabrikant. De benzvnes system I, 2, 3, 4 osv. eller A, B, C osv,,
hvoraf der altsaa ikke kan sluttes noget med hensyn til deres
forstorrende evne.

I den senere tid har man dog ogsaa paa fastlandet begyndt

at anvende den i England lenge benyttede, fuldt rationelle

2-leddet 3-leddet 4-leddet

linsesystem (skematisk).
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Typer for homogene immersionslinser.

(Efter Czapski).

betegnelsesmaade af systemerne efter @qvivalent-braend-
vidde (englendernes nominal focus) >: med angivelse af
breendvidden af den enkeltlinse, der har samme forstgrrende
evne som systemet. Man benavner saaledes 1 inch, /2, '/s, Y12

inch, 25, 18, 12, 7, 4,3 mm. OsV.
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Apokromatlinse. (Efter Czapski).

Med angivelse af ®qvivalentbrandvidden er
objektivsystemets forstgrrende evne direkte an-
givet, idet forstgrrelsen er lig en brgk, hvis teller er billed-
afstanden (der hos flere fabriker er = 250 mm.), og hvis
naevner er @&qv. braendvidden.

’750
aqv. br.
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(Zeiss' system A med @qv. brv. 18 mm. har saaledes en
egenforstorrelse af ca. 14 gange, system D med qv. brv. 4.3

mm. en forstgrrelse af ca. 60 gange).

Fig. 26.

2
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» Aqvivalentbraendvidden falder dog ikke sammen med sy-
stemets virkelige braendvidde, heller ikke med frontlinsens af-
stand fra undersogelsesobjektet. Denne frontaldistans, fri
objektafstandellerarbeidsafstand erselvfolgelig af stor
betydning under det praktiske arbeide med mikroskopet, da en
stor afstand mellem frontlinsen og deaekglasset altid medferer en
bekvemmere og sikrere haandtering af underspgelsesgjenstandene.

A abningsvinkel og numerisk apertur.

Med forstorrelsen er en af linsesystemets vigtigste egen-

skaber angivet; men forstgrrelsen alene giver intet udtgmmende
- udtryk for linsens optiske evne.

Selv under forudsatning af fuldsteendig sferisk og kromatisk
korrektion kan to systemer med samme forstorrelse (eqvivalent-
braendvidde) besidde en meget forskjellig evne til at afbilde
gjenstanden i dens enkeltheder.
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Denne evne er nemlig afheengig af systemets aabning
eller aabningsvinkel. Herved forstaaes vinkelstgrrelsen af den

fra et objektpunkt udgaaende straalekegle, som efter at have
passeret objektivet deltager i billeddannelsen.

Enkle linser. Sammens. linsesyst.

Ved enkle linser er denne vinkel ligefrem udtrykt ved lin-
sens diameter og fokalafstand (. /.6 =2 u), ved sammensatte
linsesystemer paavirkes den selvfplgelig af linsernes indfatning,
blendere og systemets hele konstruktion.

Denne vinkel, 2 #, kan vere forskjellig ved systemer med
samme forstgrrelse; men jo sterre den er, jo flere lysstraaler
der fra et og samme objektpunkt medvirker til dannelsen af
det mikroskopiske billede, desto lyskraftigere bliver dette, og
desto flere enkeltheder i objektet kommer til afbildning.

Denne et systems evne til at oplgse et objekt i dets enkelt-
heder betegnes som systemets resolverende, oplgsende,
evne eller resolution. Denne er efter det ovenstaaende af-
hangig af aabningsvinkelen og stiger med samme ; derfor giver
man de specielt til meget fine detaljundersggelser bestemte

linser den stgrst mulige aabningsvinkel.

Betydningen af aabningsvinkelen fremgaar tydeligst i lys af Abbes theori
for billeddannelsen i mikroskopet:

Den gjengse forklaring af billeddannelsen i mikroskopet gaar ud fra den
forudsatning, at gjenstanden er en i objektfladen udbredt samling selvlysende
punkter, der udsender retliniede straaler, som ved objektivlinsen atter samles
til et billede (se pag. 13).
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Men efter Abbe foregaar billeddannelsen i mikroskopet ikke saaledes.
Objektet er ikke selvlysende, men en med gjennemfaldende straaler belyst gjen-
stand, og billedet dannes af de ved gjennemgangen sekundert forandrede lys-
straalers forening.

Fig. 28.

Lysets diffraktion gjennem en spalte.

Disse sekundeere forandringer henhorer til diffraktions- eller afb si-
ningsfeenomenerne.

Ved beining eller diffraktion forstaaes som bekjendt den afvigelse fra det
retliniede forlgb, som en lysstraale undergaar, naar den passerer en meget liden
aabning eller stoder paa et meget lidet ugjennemsigtigt legeme. Passerer en lys-
bundt 4 (se fig. 28) gjennem en meget fin aabning eller spreek 5, vil den forlade
denne i form af en kegle med toppunkt i aabningen. En del af lysbundten fort-

settes ret frem som <hovedbundt» 4,; den evrige del af lysbundten vil sprede

;
sig ud til siderne med aftagende styrkle, a,—ag (Frauenhofers beginingsfeenomen).
_ Opfanget paa en skjerm (SS,) vil hovedbundten vise sig som en central,
étmmelig lyssteerk flek, det absolute maximum (4,). Udenfor dette kon-
centriske ringe af aftagende lysstyrke, sekundere maxima (a,, @z osv.)
adskilte ved morkere mellempartier. Disse sekundzre maxima viser desuden
farvede rande, idet ikke alle spektralfarver boies mest. Modsat forholdet ved
den prismatiske spredning, beies de rode straaler her sterkest, saaledes at de
danner den ydre rand af lyskredsene, svagest de violette, der begreenser lys-
kredsene indad.
Lysstraalernes afbpining (afbpiningskeglens vinkeludbredning) bliver saa
meget storre, jo mindre de afbgiende elementers udstreekning og indbyrdes afstand
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(spaltbredden) er. Den er ligeledes afhengig af bolgelengden af det anvendte
lys: kortere bolgeleengde — mindre afbpining. Er de afboiende elementers af:
stand (spaltbredden) mange gange saa stor som bglgeleengden, da er alle nogen-
lunde lyssterke bundter samlede i en spids kegle, men er spaltbredden liden,
5: kun nogle faa gange storre eller endog mindre end lysbolgeleengden, da kan
afbpiede lysbundter af meerkbar styrke spredes til op mod 9o° fra hovedbundten,
altsaa over den ganske halvkugle.

Saadanne afbgiede, altsaa divergerende straaler kan som andre divergens-
straaler ved en linse samles til et reelt billedpunkt,

Bestaar nu objektet af flere regelmessig fordelte fine spalter og ugjennem-
sigtige mellemrum, vil der ved lysgjennemgangen opstaa ligeledes regelmaessig
fordelte diffraktionsspektra.

Straalerne fra disse vil efter passagen gjennem linsen modes og fremkalde
interferensfeenomener. Det er disse, som man saaledes egentlig ser i mikroskopet.

Denne ¢sekundeere afbildning> beror altsaa paa de inter
ferensfenomener, som et objektiv fremkalder ved foreningen
af de ved objektet dannede afbginingsspektra.

Afstanden mellem disse bpiningsspektra stiger som omtalt i samme for-
hold som de bgiende strukturelementer nermer sig hinanden; jo finere struktur,
desto storre afstand mellem disse spektra. Anordningen af enkeltspektrerne
svarer til strukturelementernes anordning; ligger disse i rette linier, vil ogsaa
beiningsspektrerne vere retliniet anordnet osv., er strukturelementerne krydsede,
vil ogsaa spektrerne optreede i krydsede raekker.

Skal det mikroskopiske billede vare objektet fuldsteendig ligt, maa
hele bginingsspektret kunne optages af objektivet, saa intet afboiet lys af
merkbar styrke gaar tabt. Formaar objektivet ikke at optage alle de afboiede
straaler, men kun en del, vil mikroskopet vise billedet af en anden struktur,
nemlig den, der vilde give et boiningsspektrum netop saa stort, som den af
objektivet optagne del. Jo mere der gaar tabt af det hele bpiningsspektrum,
desto uligere blir billedet det virkelige objekt. For at en strukturdel over-
hovedet skal kunne sees, maa mindst to af dens beiningsspektra
kunne samtidig optages gjennem objektivets aabning.

Folgelig vil forskjellige objekter, der afgiver overensstemmende bginings-
spektra til objektivet, faa lige billeder; og lige strukturer, hvoraf ulige beinings-
spektra tilgodegjores i objektivet, vil give ulige billeder. Mikroskopet kan for
saa vidt foraarsage fuldsteendig synkveerving.

Hvor stor del af boiespektret, der kan tilgodegjores, er nu
afhengigt af aabningsvinkelens storrelse.

Er denne stor nok til at optage det hele bginingsspektrum, vil billedet
blive fuldkommen ligt objektet,

jo mindre aabningsvinkelen blir i forhold til afbginingsvinkelen, desto
storre ulighed mellem billede og objekt,

og er spredningen saa betydelig eller aabningsvinkelen saa liden, at ikke
engang 2 boiningsspektra treenger ind i objektivet, vil vedkommende struktur-
element overhovedet ikke kunne afbildes.

Da det er de mindst og mest tetliggende strukturelementer, der foraar-
sager den betydeligste afboining, sees det heraf ligetil, at jo finere struktur-
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elementer, der skal afbildes, desto storre objektivaabning ud.
kraeves der.

Herved kan forstaaes, hvorledes de @ldre mikroskoper, hvis apertur var
mindre end nutidens, kunde gjengive fine gjenstande, f.eks. diatomeernes struk-
tur paa en saadan maade, at de nu ved samme forstorrelse, men med storre aper-
tur maa erkjendes for at vaere aldeles feilagtige.

Experimentelt kan disse forhold paavises ved hjzlp af Abbes diffrak-
tionsplade. Denne bestaar af et paa et vanligt objektglas monteret dackglas,
forsplvet paa undersiden og med heri indridsede fine gittere og’ korsgittere med
linieafstand paa dels 0,0075 dels 0,015 mm.

Fig. 29 viser et af «gitterne» paa Abbes diffraktionsplade, hvor
stregerne paa den ene del (@) staar kun halvt saa tet som paa
den anden (3). Fig. 29.

Som lyskilde anvendes en smal petroleumsflamme,

Man indstiller mikroskopet med et svagt objektiv paa
liniegruppe «, saa begge gitterreekker er fuldt synlige, fjerner
saa okularet og legger giet til tubens overste aabning, hvor
objektivets luftbillede findes. Man ser da i midten et klart
billede af flammen (det absolute maximum, hovedbundten) og
desuden ud til siderne to parallele reekker afbeiningsspektra
(sekundere maxima), hvoraf de, der frembringes af det twtteste
gitter (%), staar neiagtiz dobbelt saa langt fra hverandre som
de andre (@). P

Indleegges lige over objektivets gverste linse blendere
med mindre og mindre aabning, forsvinder efterhaanden de
sekundeere spektra fra periferien indover, indtil f. eks. ved en
af de trangere blendere de to sidste af det twetteste gitter dannede spektra blir
borte, medens der af det grovere gitters spektra endnu er. to tilbage. Indsattes
nu paany okularet, vil man finde, at
billedet af det underliggende dobbelte

Fig. 3o0.

m R gitter er forandret. De overste linier
m "' m . m]]] mﬂ] mﬂl oL (med o,015 mm. afstand) sees vistnok
- : endnu tydeligt, men den nederste teet-
IR T teste linierad er bleven fuldstendig
m ' . mm $ [l[[m b usynlig : Der dannes af den intet b'l-
t ol g lede, da aabningsvinkelen ved den ind-
‘ lagte bleender er bleven for liden til
at optage endog blot to diffraktionsspektra deraf (kfr. fig. 31).
De samme forhold kan ogsaa forfplges for krydsende liniesystemer: de
linier blir borte, af hvilke der i objektivets aabning ikke kan indtreede mindst 2
beiningsspektra.

Om end et objektivsystems aabningsvinkel og forstorrelsesevne ikke staar
i noget direkte forhold til hverandre, er de dog praktisk talt sammenhorende.
En sterk forstorrelse er efter ovenstaaende unyttig uden en tilsvarende stor op-
lpsningsevne, og en stor oplesningsevne kan kun tilgodegjores, hvor objektivets
forstorrende evne er tilstreekkelig til at fremvise det detaljerede billede under
en tilberlig stor synsvinkel.
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De naturlige objekter, som staar disse kunstige diffraktionsplader narmest,
er diatomeskallerne, med deres regelmeessige liniesystemer. Den korrekte op-

Fig. 31,

losning af stadig finere og finere diatomeer er derfor ofte brugt som praktisk
preve paa et objektivs aabning, og man kan her iagttage, hvorledes flader af
et diatomeskal, der ved en linse ser jevh ud og saa godt som uden tegninger,
| under en anden linse med samme forsterrelse, men med storre aabning tydelig
viser sit fine linienet,

Et systems aabning betegnes ligefrem ved dens geometriske
vinkelverdi, man taler om en aabning paa 12°, 20° 60° osv.

Kun ved meget smaa aabningsvinkler er dog objektivets

|
|
|
|
i optiske evne nogenlunde proportional med vinkelstgrrelsen og
I kan bedgmmes direkte efter denne. Ved stgrre vinkler er saa
ikke tilfeldet,
! Abbe har fortjenesten af at have paavist, at ogsaa de
1 lysbrydende medier foran linsen maa tages med i betragtning,
| ligesom han har formet det fuldgyldige udtryk for aabningens
1’ optiske verdi (se nedenfor).
a Betydningen af de foran linsen liggende bry-
) dende medier sees ved at gaa ud fra folgende raesonnement:
i «Ingen lysstraale kan passere et linsesystem i den ene ”
retning, naar den ikke ogsaa kan gaa i den modsatte.

Kun de straaler, der kan treede ud af et system i det

foran liggende medium, kan fra dette naa ind i billedrummet,»

(Dippel)




— 29 —

-

Men for at en lysstraale fra et staerkere brydende medium
kan komme ind i et svagere brydende, ‘maa den traffe over-
fladen heraf under en vinkel, der ikke overskrider de to mediers
graensevinkel : den maa ikke totalreflekteres.

Et objektivsystem vil saaledes ikke kunne udnytte til billed-
dannelsen en straalekegle, der udgaar
fra objektet med sterre vinkel end Fig. 32.
den dobbelte graensevinkel, hvorledes
end forgvrigt systemets indre byg-
ning er.

Hvis man imidlertid ombytter
det foran linsen liggende medium
med et staerkere brydende, vil grense-
vinkelen mellem dette og glasset, og
altsaa ogsaa den brugbare straale-
kegle blive storre. :

Det er dette, som sker ved de

i ) v Totalreflexion.
saakaldte immersionslinser. Ved v = graensevinhel = 41°.

disse anbringes enten en vanddraabe

mellem objektet og frontlinsen, vandimmersion, eller en olje-
draabe, oljeimmersion. Den benyttede olje har samme
brydningsevne som kronglas, danner med dette et optisk homo-
gent medium; oljeimmersionen benzevnes derfor ogsaa homogen
immersion.

Sammenligner man nu tre saadanne linser, en terlinse, en
vandimmersionslinse og en oljeimmersionslinse, alle konstruerede
med den storste theoretisk mulige (om end praktisk uudforlige)
aabningsvinkel, 180°, vil det straks vaere klart, at dette tal ikke
er udtrykket for deres optiske evne.

o

Graensevinkelen mellem luft og kronglas er = 41
—5— aeiEandl 5 — 8 2= 8l
B o = = o]je » — D~ 90°_

Af straaler, som med en 180° vinkel falder ind paa disse

linser, vil torlinsen kun formaa at tilgodegjore en 82° lyskegle




| (2 X 41°), vandimmersionslinsen 96°, kun for oljeimmersionen
gaar intet tabt. Eller omvendt: en oljeimmersionslinse paa 82°
aabning har samme veardi som en vandimmersionslinse med 96°
og som en torlinse med 180°.

For at opnaa en straalebundt med 180° vinkel, maatte ob-
jektet selvfplgelig ligge umiddelbart op i frontlinsen. Men da
der altid findes en maalbar objektafstand, kan en saa stor
vinkel ikke opnaaes. Den hgieste praktisk anvendelige aab-
ningsvinkel er neppe storre end 150°

Saavel aabningsvinkelen (2#) som brydningsexponenten
(n) af det foran linsen liggende medium maa altsaa indgaa i
udtrykket for linsens optiske evne (@). Abbe har
formuleret dette saaledes:

a = sin. %
og kaldt denne vaerdi numerisk apertur. Denne numeriske
apertur er det korrekte udtryk for et linsesystems evne til at
udnytte de fra objektet udgaaende lysstraaler, og har aflgst den |
tidligere betegnelse ved aabningsvinkelen alene.

Det vil af dette udtryk sees, at systemer med samme
aabningsvinkel forholder sig til hinanden som de foranliggende
mediers brydningsexponenter.

For luft er 7= 1,00
2 11 Vand oy =133
» olje (kronglas) er 7z = 1,52
»  (monobromnaftalin) = 1,66).

Men ved anvendelse af glasmasse med staerkere brydnings-
evne kan selvfplgelig en stgrre apertur opnaaes ogsaa med
denne vinkel, og man har tidligere, men uden synderligt held,

j] forsegt at anvende diamant til objektivlinser.
I den sidste tid har Zeiss konstrueret linser af flintglas ¥

(n= 1,72) at bruge med en immersionsvadske af monobrom-
naftalin (#=1,66), hvorved erholdes en apertur af 1,60.
Disse linser forlanger imidlertid omhyggelig slebne daekglas af
flintglas og af bestemt tykkelse og er meget kostbare, 800 mark.
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Resolution, definition, penetration.

Ovenfor er bemarket, at et systems evne til at oplgse ob-
jektet i dets enkeltheder, resolutionen, er direkte af-
hengig af systemets numeriske apertur,

Ved regelmaessige strukturer (liniesystemer, proveplader,
diatomeer o. L) spiller ogsaa retningen af det anvendte
lys en ikke liden rolle. Ved fine strukturer finder man nemlig,
at oplegsningsevnen tiltager ved skraat indfaldende lys,
saaledes at man ved den skraa belysning faar se strukturdetaljer,
der ikke kunde opfattes, naar objektet blev belyst som almin-
delig, parallelt med den optiske akse. Den skraa belysning er
saaledes ved disse objekter jevngod med et tilleg i systemernes
apertur, et linsesystem af en bestemt apertur virker med skraat
lys som et med nasten dobbelt saa stor apertur med ret be-
lysning. Man faar frem denne skraa belysning, enten ved at
stille belysningsspeilet til siden, eller ved i Abbes belysnings-
apparat at fore blenderaabningen udenfor akselinien. Ved de
almindelige histologiske og pathologiske praparater har den
skraa belysning dog mindre betydning, dog kan den f.eks. ved
isolerede, i undersggelsesvaedsken frit svemmende celler frem-
kalde tydeligere indtryk af deres legemlighed.

Ogsaa bolgelezngden (farven) af det anvendte lys har imidlertid
nogen inflydelse: under ellers lige omsteendigheder gir det violette (blaa) lys
den hoieste grad af billedoplosning, idet disse straaler ligger inderst i afbei-
ningsspektret og saaledes laengst kan opfanges af objektivaabningen. Det har
derfor ogsaa veret foreslaaet at soge den fremtidige udvidelse af mikroskopets
optiske evne netop ved anvendelse af det blaa lys, idet man ikke ter vente ved
anvendelse af hoiere brydende glassorter eller andre konstruktioner at naa stort
lzenger, end man er kommen,

Det theoretiske maximum for et objektivs oplwsemle evne med det hvide

lys af belgeleengde \ = 0,00055 mm. er efter Czapskis beregning 2545 striber

pr. mm. med 0,00030 mm. afstand (d). Ved anvendelse af (formel & = )\, for
@

X
skraat lys ® :‘2) blaat lys med en holgeleengde 0,00035 mm., det laveste,
a

der i lange tider er udsigt til at komme til, vil der kunne skjelnes optil 4667
striber pr. mm. med en afstand af 0,00021 mm. Dette skulde for tiden vere
at anse som den yderste greense for mikroskopets evne.
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Resolutionens afhengighed af aabningen er mest fremtreedende ved under-
sogelsen af regelnmizessige strukturer, f. eks. de Noberthske plader, der indehol-
der rakker af liniesystemer i stadig stigende finheder, eller ogsaa de forskjellige
diatomeskaller, der efter sin finhed bruges som proveobjekter for linsesystemer-
nes godhed (se side 34).

Lige over for smaa gjenstande af uregelmassig form og
anordning, saaledes som tilfeeldet er i de almindelige histologiske
vaev, beror afbildningen i ikke liden grad ogsaa paa de lys-
kontraster, som objektet fremkalder i synsfeltet, paa for-

delingen af lys og skygge.

Ved definitionen, begrensningen, forstaaes ob-
jektivets evne til med skarphed at gjengive det mikroskopiske
billedes konturer. Denne egenskab er udelukkende afheengig af
den fuldkommenhed, hvormed den sferiske og kromatiske aberra-
tion er ophevet, samt af linsernes rigtige centrering (forenin-
gen af alle linsers optiske akser) og fuldkommenheden af deres
overfladepolitur, altsaa af lysstraalernes homocentriske forening.

Ved penetration, fokaldybde eller dybdeper-
spektiv forstaaes objektivsystemets evne til uden indstillings-
forandring samtidig at give billeder af flere over hinanden lig-
gende planer i objektet. Den findes kun ved smaa aperturer,
hvor spredningskredsene paa begge sider af straalernes forenings-
punkt i billedplanet er saa smaa, at de er mindre folelige for giet,
saa at dette ved at akkommodere for de skiftende dybdeafstande
kan orientere sig 1 praparatet. Penetrationsevnen er
derfor af megen nytte ved linser med liden forsterrelse.

Ved staerke forstgrrelser og store aperturer findes derimod
intet dybdeperspektiv. Hvert fokalplan er her staerkt begraen-
set paa synsaksen. Ved disse linser erstattes dybdeperspektivet
ved den skarpe tegning af de ved forandret indstilling paa hin-
anden fglgende billedplaner. Mikroskopet akkommode-

rer ved mikrometerskruen (cfr. pag. 9).
3 — Gade: Mikroskopet.




Folgende tabel (sammenstillet efter Dippel) gir en sammenlignende oversigt over aabningsvinkelens
forhold til aperturen hos terlinser, vand- og oljeimmersioner. Dernzest talvardierne for de ved de forskjel-
lige aperturer naaede ydergraenser for oplgsningsevnen, udtrykt ved den mindste stribeafstand o: det hgieste
antal striber, som kan opfattes ved linser med paagjeldende apertur, endelig de hertil svarende naturlige
proveobjekter og angivelse af endel linsesystemer, der oplgser disse.

- ; Theoretisk greense I
Num. ap Aabningsvinkel = 2z, .
*EA for oplesningsevnen.

] o

Proveobjekter Tilsvarende

(; 1 %
722 . sin . Torlinse Vandimm. | Hom. imm, | Stribeafst., [Antalstriber \Dm’wmecr>' lmseb)Stemer'

7= 1,00. n=1,33. n=1,52. |iM(Y000mm.).| paa 1o}k,

0,15 72 1,70 6 Leitz obj. 2.
3 JZeiss obj. A.
0,20 23 1,40 Navicula viridis. Nachet obj. 3.
lSwift obj. 1'/2 inch,

29° Nitschia Brebissonii.

’Zeiss AA,

258 Nachet 4.
lSwiﬁ 2/3 inch.

41° Zeiss B,

47° Zeiss C,

532 Stavroneis Phoenicenteron. Leitz 4.

60° Pleorosigma angulat,

66°

74° Nachet 5.

82° Zeiss D,




n
o

‘wuwl ‘Y 08/; puR[Ed pUB [[OMOJ
‘wwr z So € ‘wut 'y 1yoody ssoy
‘srowwl ‘woy 1/, ‘oI ‘6 19YoRN

‘uoIsIoww udSowoy 91/, 31/ 23T
‘uorsTowwl uaSowoy 81/, SSIOZ

‘sTowwl ‘woy 08/, ‘os/, ‘ar/y E.&m—

‘uotsrowwr udSowoy 3/, PYIMS
‘uoisIoWW uaSowoy I/y SSI7)
"UOISIOWWIPURA 3T/, JIAG [
‘uoIsIoWWIpueA T S0 I SSOZ
"uolsToWWIPUEA 6 JPYIEN)
"UOISIOWIWIPUBA OI Z)I7]f

‘L joyeN

‘9 19YOBN\

" sswzf

oy BINS)

"(Lg0) 6 o g ‘L mmTp
7 8o aa mmmuN—

(e8'0 =7) 9 nT
(LLfo=17) S @1
qoul ¥/y Pmg

eproned erasrdigdury
‘UOXES BIPIOQUIOTI B[NIIALN]

‘(oqunsopSuce|) rwwoS e[RILMS
"JIUWLIOA BIYISIIN

"BSN}O BIYISIIN

*I£) eOPIOqUIOTI B[MOIABN

((aqunsiesl) ewwasd e[[RILNG

*eIPIOQUIOTI B[NOIABN

ot

£g
z€—1¢
i€

of

6z

<
le

92
Sz
Yz

€e

(44

1T

oz
61

of‘o
S1€'o
z€o

gt‘o

gt‘o
oS‘o
€S0

0,081
oI9T
odbI1
o8ET
0821

0021

0?8

‘UI[e}JeuUWoIq OUOTA
0951
obr1
0821
o011
4oL
ovor
ok6 0081
016 oI
038 0821
0911
0901
oL6
006

091

FAN
oS‘t
St
o1
GE1

S1‘r
or‘c

So'r
00‘1
G6‘o

ob‘o
Sg‘o
og‘o

SL‘o

ol‘o




Dakglassets virkning,

Ved de fleste mikroskopiske undersggelser bedakkes ob-
jektet med en liden glasplade, daekglasset, i regelen af
0,10—0,20 mm. tykkelse. Hermed faar objektet en mekanisk
beskyttelse samt en jevnere og i optisk henseende heldigere
overflade,

Dakglasset har imidlertid ogsaa nogen indflydelse paa
straalegangen (forst paapeget af A mici), hvilket fremgaar af

tegningen, hvor forholdene er fremstillet staerkt overdrevne.

Deekglassets virkning.

Straalerne 7, 2, 3, fra objektet (O) blir ved overgangen
fra dekglasset til luften brudt fra indfaldsloddet, faar en stgrre
og udover mod periferien stigende divergens. De yderste straaler
vil derved ganske gaa tabt for objektivet, de ovrige naar dette
under forskjellige vinkler, som om de kom ikke fra et enkelt
objektpunkt, O, men fra flere over hinanden liggende punkter
11, 21, 31; de vil altsaa ikke af en alalallatiék linse kunne
samles homocentrisk og danne et klart og rent, men et paa
grund af spredningskredsene forvisket billede. Denne virkning

stiger med deaekglassets tykkelse.




-

Men idet linsens randparti treeffes af straaler med storre
divergens end midtpartiet, vil deekglasset modarbeide
den sfaeriske aberration; af de sterkere brydende rand-
partier vil der paa grund af deekglasvirkningen ogsaa udfordres
en sterkere brydning for at faa straalerne forenede.

Ved de sterkere objektivsystemers konstruktion maa derfor
tages hensyn til deekglasvirkningen. Systemet blir sfaerisk
underkorrigeret svarende til en bestemt daekglastykkelse
(i regelen 0,12—0,17 mm), som man da maa benytte for at faa
det bedst mulige billede, fast korrektion.

Mange optikere angiver ogsaa paa sine systemer, for hvil-
ken dakglastykkelse de er konstruerede, ligesom Abbe har
angivet en proveplade, «Testplatte», ved hvilken man kan
udfinde, for hvilken deekglastykkelse hvert objektiv er bedst
korrigeret. Denne proveplade bestaar af et objektglas, paa
hvilket der er anbragt 6 smaa runde deekglas i tykkelserne fra
0,00—0,18 mm. Disse dakglas er paa undersiden belagt med
speilbeleeg, hvori der er ridset fine parallele linier. Det dek-
glas, under hvilket de fine linier sees saavel
med centralt som med skraat lys klart og
uden farverande, er det, for hvilket vedkom-
mende objektiv er bedst korrigeret.

Til direkte at maale tykkelsen af et deek-
glas gives der instrumenter af forskjellige kon-
struktioner.

Korrektion af daekglasvirkningen kan ogsaa
opnaaes ved at forandre afstanden mellem lin-

serne i systemet. Et af linseparrene, i regelen

det midterste eller de gverste, forbindes med Kaaskions-

i L indfatning.

en om systemet gaaende med inddeling for-

synet skruering (4), ved hvis dreining linserne heeves eller
sankes, svarende til den anvendte dzkglastykkelse.

En inddeling paa systemets indfatning tjener til at gjenfinde

den for hver dakglastykkelse rigtige stilling.
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Ved anvendelsen af denne korrektionsindfatning
kan man saaledes bruge forskjellige daekglastykkelser, man er
ikke bundet til en enkelt.

Paa disse maader kan opnaaes deaekglaskorrektion for
de straaler, som kommer ind i objektivet (fig. 33, z, 2). Men
tabet af de yderste straaler kan herved ikke forebygges. (Fig.
33, 3)

Her viser atter immersionslinserne sin overlegenhed.

Idet luftlaget mellem deekglas og linse byttes med et vand-
eller oljelag, formindskes eller ophaves den ved deekglasset
foraarsagede spredning, og straalerne gaar ubrudte og ret-
liniede fra objektpunktet ind i linsesystemet (fig. 33, «, 4, ¢),
saa de efter brydningen forenes homocentrisk. De homogene
immersionslinser bevirker saaledes den fuldsteendigste deaekglas-
korrektion.

2. Okularet.

Okularet bestaar af to plankonvexe linser, feestede i begge
ender af en kort cylinder, som sattes ind i den gvre ende af
tuben. Sadvanlig benyttes det saakaldte Huygenske (eller
Campanis) okular, hvor begge linser vender den konvexe
flade nedad. Den gverste linse kaldes gielinsen, den nederste
samlelinsen, kollektivlinsen. Imellem disse findes en
ringformig blender.

Dersom okularet kun bestod af en enkelt linse, vilde man
med denne som lupe ikke kunne overse objektivbilledet i hele
dettes udstraekning, de yderste partier deraf vilde gaa tabt.

Desuden — objektivbilledet ligger ikke udbredt i et plan,
men opadkrummet i en kugleflade, hvilket ved betragtning gjen-
nem et enkelt okular vilde foraarsage et fortrukket billede og




ngdvendiggjore forskjellig indstilling for midten og randpartierne
af synsfeltet.
Kollektivlinsen samler de fra objektivet kommende straaler

og bringer dem til forening tidligere, end de ellers vilde

.""”’M’Mll//'”’

Tegning af okularer i gjennemsnit.

have dannet billedet. Okularbleenderen anbringes netop her.
Billedet blir derved mindre i udstraekning, saa det i sin helhed
kan iagttages gjennem gielinsen, men omfatter hele objektiv-
billedet. Det virkelige synsfelt (campus wvisus) forstorres
saaledes ved kollektivlinsen, som derfor ogsaa kaldes campus-
linsen.

Af fig. 37 sees, at det af gjenstanden (G) gjennem objek-
tivet dannede billede & (der har konvexitet opad og saaledes
ikke kan iagttages i hele sin udstreekning af gielinsen uden for-
andret indstilling), ved campuslinsen forandres til det noget
mindre, nedad konvexe billede 4!, der betragtet gjennem pie-
linsen giver det endelige, forholdsvis plane billede 2.

Ved rigtigt valg af okular- og kollektivlinsernes krumning
og indbyrdes afstand kan nemlig ogsaa billedets krumning og
fortrukkethed modarbeides, ligesom samtidig ukorrigerede aber-

rationsrester kan ophaves.
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Den ved okularet bevirkede forstgrrelse kan

ved middels steerke akromatiske torlinser ikke med fordel drives

0
W
~

XX

'”/f/////// TR

OKULARET

SUSTAV HOLTER X A-
Samlet objektiv-, kollektiv- og okularvirkning.

(Meissel XIV, 13).

over 3—4 gange; ved vandimmersionslinser til 5—6 og ved ho-

mogen immersion til 7 a 8, hgist 9 gange.
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Ved apokromaterne (se pag. 19) derimod kan paa grund
af den her existerende serdeles fuldkomne straaleforening be-
nyttes okularforstorrelser op til 12—15, ja endog 18 og 24
gange (kompensations), og medens man ved arbeidet med de
almindelige akromatiske linser er nedt til at skifte objektiv-
system, naar objektet skal undersoges ved forskjellige forstor-
relser, kan dette ved apokromaterne i stor udstreekning opnaaes
blot ved ombytning af okular.

Det ber erindres, hvad tidligere er omtalt, at kompensationsokularerne er
konstruerede med en bestemt feil (for at kompensere den kromatiske forsterrel-
sesdifferens ved de steerkere apokromater), og saaledes ikke kan anvendes ved
de almindelige akromatiske linser, hvor denne kompensation ikke er paakravet.

Okularerne betegnes i regelen ligesom objektiverne ganske
vilkaarligt med tal eller bogstaver (I, II, III, IV osv.). Ved
kompensationsokularerne har Zeiss imidlertid indfert den mere
rationelle betegnelse efter okularets egenforsterrelse. Ved anven-
delse af kompensationsokular 4, 8 eller 12 bliver altsaa objektiv-
billedet forstorret 4, 8 eller 12 gange. Enkelte amerikanske
fabrikanter har dog allerede tidligere benyttet dette betegnelses-
system for de sadvanlige okularer.

Foruden de almindeligst anvendte Huygenske okularer
har man ogsaa anvendt andre konstruktioner, saaledes R ams-
dens okular, der ligeledes bestaar af to plankonvexe linser,
men med de konvexe flader mod hverandre, det billed-
omdreiende okular, og det holosteriske okular eller
fuldglasokularet, hvilket sidste bestaar af en eneste massiv glas-
masse med sferiske flader opad og nedad (omtrent som en saa-
kaldet Coddingtons lupe) Projektionsokularet
(Abbe) anvendes ved mikrofotografi.
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Til okularsystemet hgrer endelig ogsaa mikroskopreret,
tubus. Med en stgrre tubuslengde o: afstand fra objektivet
til okularet gges nemlig selvfglgelig billedafstanden og dermed
ogsaa billedets fladeudbredning; forlengelse (udtraekning) af
tuben medferer saaledes en starkere linewer forstorrelse. Imid-
lertid gjelder det om denne som om okularforstorrelsen, at den
kun frembringer en stgrre udstrakning af objektivbilledet og
medforer formindskelse af billedets lysstyrke.

Desuden maa det bemerkes, at serlig alle sterkere objek-
tivsystemer er konstruerede for en bestemt tubuslengde, der
sammen med dakglastykkelsen indgaar som led i systemets
korrektion, og udenfor hvilken systemet saaledes ikke kan ventes
at vaere fuldt ud tilfredsstillende. Forandringer i tubuslengden kan
saaledes ikke rent vilkaarligt finde sted.

De kontinentale mikroskoper har i regelen en tubuslaengde
paa 140—200 mm., og i regelen er det optiske apparat i den
senere tid beregnet paa en tubuslengde af 160 mm. De engelske
og amerikanske instrumenter har derimod en tubuslengde af
250—400 mm. Derfor kan linser, konstruerede for kontinentale
stativer, ikke uden videre anvendes paa engelsk-amerikanske in-

strumenter eller omvendt.

h. Belysningsapparatet.

Ved den mikroskopiske undersggelse iagttages nu for tiden
gjenstanden som regel ved gjennemfaldende lys.

Som lyskilde anvendes helst rent, hvidt dagslys,
saaledes som det viser sig tilbagekastet fra et let skylag, en
hvid vag eller lignende. Direkte sollys bgr undgaaes. Som
kunstig lyskilde kan bruges en roligt breendende lampe eller
gasflamme (gjerne naftalinlys eller en Auers bran-

der). De mange gule og rode straaler i det kunstige lys
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afdempes med fordel af en blaalig glasplade. Det elektriske
lys, der indeholder mange straaler fra spektrets violette del,
har vist sig meget fordelagtigt til brug ved mikroskopering.

Lyset opfanges af det under
stativets bord anbragte speil, der
paa den ene side er plant, paa
den anden side konkavt.

Planspeilet reflekterer efter
theorien de fra et fjernt lysende
punkt kommende parallele lysstraaler
parallelt op mod objektet (se fig.

38), ligesom de fra en nerstaaende
lyskilde udgaaende divergentsstraa-
ler efter reflexion i planspeilet beholder sin divergens. Plan-
speilet er derfor mindre hensigtsmassigt ved kunstigt lys. Hul-
speilet derimod reflekterer dagslysets parallele straaler med
konvergens op mod brandpunktet, og frembringer saaledes en

kraftigere belysning af gjenstanden (se fig. 39).

Fig. 39.

Giltay har imidlertid vist, at ogsaa planspeilet dog i
virkeligheden leverer konvergerende lys. Da lyskilden nemlig
ikke er et lysende punkt, men gjerne har en vis udstraekning,
vil straaler fra forskjellige dele af lyskilden kunne treffe speilet
under saadanne vinkler, at der fra dettes hele flade reflekteres
lys op mod det lille objekt. Et blik paa tegningen (fig. 40)
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Straalegang ved
planspeil hulspeil.

vil imidlertid vise, at medens planspeilet, /2, tiltraeenger en lys-
kilde af meget betydelig udstraekning for at preestere lyskeglen
@oe¢, kan hulspeilet, /7, udfere dette allerede med divergent
indfaldende straaler. Hulspeilet vil saaledes med samme lys-
kilde give en stgrre lysmeaengde end planspeilet.

Belysningen er enten central, naar de fra speilet tilbage-
kastede straalers hovedretning falder sammen med mikroskopets
optiske akse, eller den kan vare skja v, naar lysbundten sen-
des ind paa gjenstanden 1 en stgrre eller mindre vinkel med
denne akse. I visse tilfeelde kan man med skjev belysning
opnaa en stgrre optisk virkning (se side 32).

For at kunne opfange lyset fra alle kanter og for at kunne
skifte fra central til skraa er speilet bevaegeligt anbragt.

Den paa objektet indfaldende lysmengde reguleres ved
hjelp af blendere, diafragmer, med forskjellig aabning,
der indsattes i eller lige under mikroskopbordet, og hvorved lys-

keglens stgrrelse kan afpasses efter behovet.

Abbes belysningsapparat.

Under visse forhold er det ngdvendigt at belyse gjenstanden

med straaler af en langt sterkere konvergens end den af hul-
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speilet frembragte. Man indsatter da i mikroskopets bord en
kondensor, en sterk plankonvex samlelinse, der sender de
fra speilet kommende straaler mod objektet under en meget
stor vinkel.

Til forsterkelse af virkningen kan flere linser kombineres.
Saadanne kombinationer er allerede for laenge siden konstrueret
af Dujardin, af Nachet, og de har lenge vaeret i brug i
England. Paa fastlandet har de forst faaet sin egentlige ud-
bredelse i Abbes belysningsapparat, der med stor
fuldkommenhed tilfredsstiller saavel de optiske som mekaniske
fordringer.

Abbes belysningsapparat bestaar af en af 2 (i tilfelde 3)

Fig. 41 a,

nnmmummmwlﬂm
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Abbes belysningsapparat.




linser dannet kondensor med en konvergensvinkel paa 120 til
144 grader. Powell og Lealand i London har endog konstru-
eret et belysningsapparat med 170° konvergens. Skal imidlertid
en saa stor straalekegle kunne tilgodegjores fuldt ud, maa rummet
mellem kondensorens gverste linse og objektglassets underflade
udfyldes med en draabe immersionsolje for at undgaa lystab.
Den fulde virkning af disse
sterke kondensorer er dog kun
i visse tilfeelde paakraevet, ofte
er den endog hinderlig for iagt-
tagelsen. = Abbes apparat er
derfor forsynet med blendere,

hvorved lyskeglen kan indsnev-
res efter behov o: overensstemmende med den benyttede for-
stgrrelse, preparatets natur og lysets beskaffenhed. Paa den
eleganteste maade imgdekommes disse krav ved irisblan-
deren (fig. 42), ved hvis hjelp man kun ved en
liden bevaegelse af en knap (Fig. 41 d.) gradvis
kan udvide og indsnevre den gjennem konden-
sorlinserne passerende lyskegle. 1 Abbes ap-
parat er denne irisbleender anbragt paa en med
tandhjul (¢) bevagelig slede, saa blenderens
aabning baade kan fores ud i periferien og
stilles i de forskjellige radier. Paa den maade
kan der saaledes ogsaa opnaaes en i alle ret-
ninger indfaldende skjaev belysning. Endelig
maa bemarkes, at det hele Abbes belysnings-

apparat kan haves og sankes under mikro-
skopets bord, saa ogsaa herved fremkommer Irisbleender.
en rakke nuancer i belysningen. Da appara-

tet i sin hoieste stilling koncentrerer lysstraalerne omtrent paa
objektivet, vil dette, naar kondensoren sankes, komme til at
belyses af de efter konvergensen atter divergerende stadig

spidsere straalekegler. Ogsaa paa denne maade kan lysvirknin-

.
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gerne i hegi grad varieres. Jo mere apparatet sankes, desto
mere nermer de objektet traeffende straaler sig til at vaere pa-
rallele, altsaa ligne belysningen
uden kondensor.  Serlig til
mikrofotografisk brug anvendes
nu gjerne de isaer i England
meget benyttede akromatiske
kondensorer.

Der gives forskjellige maa-

der til hurtigt og bekvemt at
fjerne kondensoren, naar man ensker at gaa over til den al-




mindelige belysning direkte fra speilet. Etpar maader at lgse
denne opgave viser fig. 44 a og b.

Fig. 44 b.
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Angaaende det Abbeske belysningsapparats
virkning og praktiske anvendelse bemerkes folgende:
Afbildningen af de histologiske praparaters uregelmaessige

strukturer beror, som for omtalt, veesentlig paa den af strukturen
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fremkaldte fordeling af lys og skygge, saaledes som denne op-
staar ved parallele eller lidet konvergerende straaler.

Ved anvendelsen af det steerkt konvergerende lys fra en Abbes
kondensor ophaves nu denne skyggedannelse nasten fuldstaendig,
de af den ene straalebundt fremkaldte virkninger ophaeves af
de fra modsat hold kommende. Fglgen er, at «struktur-
billedet» forsvinder, medens derimod farvede dele af
objektet fremtraeder skarpt. Heraf fremgaar, at Abbes
kondensor med fuld aabning vasentlig er til nytte ved under-
sogelse af smaa farvede gjenstande, hvorfor apparatet ogsaa
har en saa stor betydning ved bakterieundersggelsen, ved finere
cellestudier osv. Vil man saa iagttage strukturbilledet, sngrer
man blot irisbleenderen sammen, lyskeglen indsnevres, og struk-
turen blir atter synlig.

Ved brugen af Abbes kondensor ber ved sterkere forster-
relser altid planspeilet anvendes, da kondensoren er indrettet
for relativt parallele straaler. Ved de svagere forstgrrelser er
hulspeilet heldigere, da det under disse omstaendigheder giver
en jevnere belysning af synsfeltet.

I det daglige ser vi de gjenstande, som omgiver os, ved
hjelp af det fra dem reflekterede paafaldende lys. Kun
sjelden anvendes dette ved den mikroskopisl.«: undersggelse nu
for tiden, og da kun ved studiet af gjenstandenes ydre form og

overflade. For at opnaa den tilstraekkelige lysmaengde anvendes

Fig. 46.

Lieberkiihns parabolspeil.

4 — Gade: Mikroskopet.
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da enten en kraftig samlelinse, der koncentrerer lyset paa gjen-
standen, eller forskjellige reflektorer f. eks. det Lieberkiihnske
parabolspeil, der skrues fast paa objektivsystemets nederste
side og reflekterer de fra det under bordet varende speil op-
sendte straaler koncentrisk ned paa gjenstandens overflade.

Gjenstanden maa selv hvile paa et ugjennemsigtigt stof.

PROVING AF MIKROSKOPET.

De fordringer, man maa stille til et godt mikro-

skop, og som ved anskaffelse bgr paasees fyldestgjorte, er

folgende: |
Stativet maa vaere passende tungt, have en solid og bred 1
fod og staa ganske stot; 1

alle faste sammenfoininger maa vare urgrligt forbundne;

alle bevagelige forbindelser maa gaa jevnt og sikkert, og
bevagelsen kun foregaa i samme linie eller samme plan, uden
sideafvigelser; saaledes indstillingsbevaegelsen kun i den optiske
akse, ombginingen af mikroskopet kun i sagittalplanet;

specielt maa paasees, at mikrometerskruen beveager sig let
i begge retninger og virker hurtigt og paalideligt uden dedgang;

og endelig bgr stativet have en vakker og tiltalende form
og vere smukt udfert. Det skaffer glede og hygge ved ar-
beidet.

Linserne maa alle give lyse, klare, skarpt begrensede

billeder uden farverande, ikke fortrukne og uden serligt frem-

treedende billedkrumning. De starkere linser maa have en til- «
streekkelig apertur, hvilket kan preves ved at oplgse de pas-
sende diatomeer (se tabel side 31) eller ved hjelp af saregne
instrumenter f. eks. det af Abbe konstruerede apertometer.

Endelig ber man foretraekke objektiver med stor arbeidsafstand.
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Til almindelige histologiske og pathologiske undersogelser passer bedst
forstorrelser fra ca. 5o til 300 gange (Zeiss A og D eller E, Leitz 4 og 6 eller 7,
Hartnack 3 og 7, Swift /2, /4 og '/s inch). Til finere underspgelser, saasom
bakterieundersogelser og lignende, udkreves desuden en linse til homogen im-
mersion /10, /12 eller /16 samt Abbes belysningsapparat.

De kostbare ’a]\'romﬂtcr kan undveeres til almindelig praktisk brug.

Saafremt man ikke har adgang eller evne til paa forhaand at underkaste
instrumentet forngden prove, ber man ved anskaffelser holde sig til de store,
velkjendte fabriker; undgaa bestemt de billige instrumenter med de sterke for-

J

storrelser.

Man staar sig paa straks at anskaffe et nogenlunde stot
og fuldkomment stativ, selv om det optiske udstyr fra begyn-
delsen af er beskedent. Thi kun de bedre og finere stativer
tillader benyttelsen af de finere optiske apparater, som man
senere faar brug for.

For at prove den ved mikroskopet frembragte
forstorrelse anvender man folgende fremgangsmaade:

Under mikroskopet legges et objektivmikrometer (side 56),
paa hvis inddeling (1 millimeter delt i 100 dele), der ngiagtig
indstilles. Ved hjelp af et tegneprisme (side 60) projiceres bil-
ledet heraf ned paa et i billedafstanden o: 250 mm.s afstand
anbragt papir. Billedet optegnes her med blyantstreger, og det
rum, et vist antal af disse optager, maales med et almindeligt
millimetermaal. Forholdet mellem det projicerede billede og
maalestokken angiver da forsterrelsen.

Har man fundet, at 13 af de projicerede delestreger svarer - til

10 millimeter, er forstgrrelsen altsaa ca. 77 gange (LUOXIO-_76 9).

Maalingen kan ogsaa udferes uden tegneprisme saaledes: med venstre oie
iagttages det mikroskopiske billede af objektivmikrometeret, medens hoire oie
indstilles paa papiret i 250 mm.s afstand. Billederne i begge wine bringes nu
til at falde sammen, hvorpaa mikrometerinddelingen optegnes paa papiret med
blyant, Derefter maales som ovenfor angivet. Denne methode med dobbelt
syn er dog vanskeligere end den forste, da den krwver endel ovelse.
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BEHANDLING OG BRUG AF MIKROSKOPET.

Al voldsom behandling som stgd, slag eller fald maa und-
gaaes, serligt for linsesystemernes vedkommende, da disse let
kommer i uorden ved sterkere rystelser,

Stativet holdes rent ved afpudsning med en ter, fin linklud.
Har der sat sig smuds omkring tuben osv., afterres det her og
inde i hylsen ved hjelp af lidt xylol eller benzin. Olje ber
ikke bruges.

Mikrometerskruen bgr ikke skrues helt op eller helt ned;
serlig bor den ikke seoges dreiet videre med kraft, naar den
stopper eller gaar trangt.

Man bgr lgfte og have mikroskopet efter foden, ikke efter
den horizontale tvaerarm, da hele vagten i saa fald hviler paa
mikrometerskruen,

Linsesystemerne maa ikke ungdigen skrues fra hverandre.

De maa heller ikke tilsples med reagenser eller indleirings-
stoffe. Left derfor linserne vel op fra mikroskopets bord, naar
praparaterne leegges under eller tages bort.

Sterk alkohol, chloroform, terpentin, benzin, xylol eller
lignende kan oplaese kanadabalsamen, hvormed linserne er fastet
til hverandre, kalilud angriber glassenes politur.

Linserne befries for vedhangende kanadabalsam ved hurtig
aftgrring med en i xylol eller benzin dyppet blad gammel linned-
klud eller semsket skind. Aftorres til slut paa den nyvaskede
haandryg. Immersionsolje fjernes fra linsen med en benzinklud
straks efter brugen, ellers kan den tykne til og danne et harpix-
agtigt belaeg.

Gnidningen maa ikke udferes for haardt, og den benyttede
klud maa vare ganske fri for sandkorn eller lignende, der kan
saette riper.

Naar mikroskopet ikke bruges, maa det beskyttes mod stav
og lys. Man kan bruge en glasklokke eller glaskasse, der mod
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vinduessiden er malet sort eller blaa, et paphylster eller lignende,
for saa vidt man ikke for hver gangs brug legger instrumentet
ned i kassen. Meget hensigtsmaessige er de i den senere tid
efter engelsk mgnster ogsaa paa fastlandet brugte smaa skab-
lignende kasser, hvor instrumentet indsattes i staaende stilling
med paaskruede linser ferdigt til brug.

Mikroskopet bgr anbringes paa et solid, fast bord af saa-
pas starrelse, at der ogsaa er plads til de ngdvendige reagenser
og hjelpeinstrumenter; helst ved et vindue, som vender mod
vest eller nord; direkte sollys bgr undgaaes, men kan i ngds-
fald afblendes ved en hvid skjerm (papir) i vinduet.

Idet man begynder sin mikroskopiske underspgelse af et
objekt, sgrges der forst for, at tilstraekkeligt lys af speilet kastes
ind i mikroskopet, hvilket kjendes paa, at det hele synsfelt, seet
gjennem okularet, findes jevnt og kraftigt belyst.

" Efterat objektet er lagt paa instrumentets bord sznkes
tuben, indtil frontlinsen omtrent staar i arbeidsafstand fra gjen-
standens overflade. Arbeidsafstanden (frontalafstanden) er selv-
folgelig stgrst ved de svagere linser. Hvor denne grove ind-
stilling ikke foregaar ved hjelp af tandhjulmekanisme, men
gjennem forskyvning af tuben med haanden, ber rgret gives en
skruende bevagelse, ikke : trykkes lodret nedad, da objektivet
ellers let kan plumpe ned i det underliggende praparat, saa
baade dette og linsen gdelegges.

Hvis praeparatet endnu ikke er synligt og tydeligt, dreies
mikrometerskruen under stadig kontrol af giet opover, mod
solen, da man ved den grove indstilling kan vaere kommen inden-
for fokalvidden, saa yderligere nedskruen, iser ved de steerkere
linser, vil trykke objektivet ned i preeparatet. Blir billedet her-
ved utydeligere, ligger altsaa fokalafstanden nedenfor, og man
kan da trestig skrue mikrometerskruen nedover, med solen, ind-
til objektet er rigtig indstillet.

Ved ombytning af preparat ber tuben altid ferst loftes
lidt, og praparaterne aldrig skyves frem og tilbage under den




indstillede linse. Dels ligger nemlig ofte omkring dakglasset
ophgiede rande af indleiringsmaterialet, kanadabalsam eller gly-
cerin, som kan tilsgle linsen, dels er saavel daekglas som isaer
objektglas gjerne af forskjellig tykkelse, saa at man ved de
staerkere systemer risikerer at stode op i linsen, hvorved enten

denne eller praeparatet selv kan beskadiges.

[AGTTAGELSEN | MIKROSKOPET.

Det mikroskopiske billede ligger i den tydelige synsvidde,
ca. 28 ctm. fra eiet,

Arbeidet med mikroskopet vil under vanlige forhold derfor
ikke anstreenge oiet og er heller ikke skadeligt. Men da man
ofte ubevidst sgger billedet langt narmere giet og ved at ind-
stille objektivet ogsaa kan faa det henlagt i en kortere afstand,
fremkaldes herved en akkommodationsanstreengelse, der kan virke
treettende. Man bgr derfor altid henlegge billedet i almindelig
tydelig synsvidde. Dette lettes betydeligt, naar man under mi-
kroskoperingen holder ogsaa det ubenyttede gie aabent, hvilket
med nogen gvelse ikke falder vanskeligt.

Ved passende, ikke for intens lys og ikke altfor fine ob-
jekter kan man holde ved at mikroskopere i timevis. Dog
trettes efterhaanden retina ved det stadig paa samme sted fal-
dende lysbillede, og iagttageléens skarphed aftager. Er lyset for
staerkt, blir giet let blaendet, er lyset for svagt, treettes man ved
oiets famlen efter at indstille rigtigt for de utydelige detaljer.
Ved finere undersggelser bgr derfor ikke fortseettes mere end -
en halv time ad gangen.

Selve den mikroskopiske iagttagelse frembyder en del sar-
egenheder, som ofte kan virke forstyrrende og forvildende paa
begynderen.
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Forst er nu billedet omvendt. Hvad der er opad,
viser sig nedad, ligesom ogsaa hgire og venstre er omvendt.
Alle bevagelser, som foretages med objektet, synes i mikro-
skopet derfor ogsaa at foregaa den modsatte vei.

Dernast undersgges i mikroskopet gjenstandene ved gjen-
nemfaldende lys, medens vore synserfaringer fra det dag-
lige liv saa godt som udelukkende beror paa iagttagelsen af det
fra gjenstandenes overflade reflekterede lys. @iet modtager i
mikroskopet derfor kun undtagelsesvis overfladebilleder. Hvad
vi gjennem mikroskopet opfatter af gjenstanden, er derimod de
med indstillingen skiftende optiske tversnit af samme.
Det er ved kombinationer af disse, at vi danner os et begreb
om gjenstandens form, udstraekning, dybdeforhold samt indre
enkeltheder. Derimod kan dybdeforholdene i mikroskopet kun
undtagelsesvis bedgmmes (cfr. side 33) ved hjelp af giets ak-
kommodation, saaledes som vi gjer i det daglige liv. Linsesyste-
mer med liden aabning (og svag forstgrrelse) tillader vistnok
giet at indstille sig ogsaa for billeder, der hidrerer fra dele af
gjenstanden, der ikke noiagtig ligger i fokalafstanden, da spred-
ningskredsene ved saa spidsvinklede straalekegler er meget smaa.
Men ved linser med stor aabning (og staerk forstgrrelse), hvor
fokalplanet er sterkt begrenset paa den optiske akse, er der
saa godt som intet dybdeperspektiv (se side 33); uden-
for det indstillede objektplan sees intet. Her maa udelukkende
akkommoderes med mikrometerskruen.

Fremdeles er det mikroskopiske billede ogsaa egenartet
derved, at det dannes ikke alene af det direkte retliniede lys,
men ogsaa af afbgiede straaler.

Endelig modtager det mikroskoperende gie paa grund af
linsernes apertur en stgrre del af de fra gjenstanden udgaaende
lysstraaler end i det daglige liv, og faar derved ogsaa et andet
og fyldigere indtryk. Medens vinkelen af den straalekegle, der
under daglige forhold fra en gjenstand i almindelig arbeids-
afstand kan passere pupillen, er nogle faa grader, optager siet
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jo gjennem mikroskoper straalekegler paa 150° vinkel og mere.
Fol har sammenlignet dette med den maade, hvorpaa visse
insekter f. eks. edderkoppen, med dens talrige og langt fra hver-

andre staaende gine, sandsynligvis opfatter den synlige verden.

MAALING AF MIKROSKOPISKE GJENSTANDE.

Den mikroskopiske maaleenhed er /1000 millimeter (0,001
mm.), der benavnes mikromillimeter eller mikron og
betegnes med det graske bogstav p (my).

Maaling i mikroskopet udfores lettest og for de fleste for-
maal med en fuldt tilfredsstillende neiagtighed ved hjelp af et
objektiv- og et okular-mikrometer.

Objektivmikrometeret bestaar af et paa et alminde-
ligt objektivglas faestet daekglas, hvorpaa med delemaskine er
indridset en millimeter delt i 100 dele, altsaa med en linieafstand
lig /100 mm. (= 10 w). Objektivmikrometeret leegges som ob-
jekt under mikroskopet, der indstilles neiagtigt paa inddelingen.

Okularmikrometeret er ligeledes e¢n glasplade med
inddeling, men pladen er rund og inddelingen grovere f. eks.
¢ mm. delt i 50 dele. Okularmikrometeret indleegges i okularet
paa den dervaerende blander, hvilket svarer saavel til objektiv-
billedets plads (fig. 35 og 36), som til rigtig objektafstand for oku-
larets gielinse. Ved enkelte okularer (mikrometerokularer) kan gie-
linsen endog sarlig indstilles paa dette punkt. Naar mikrosko-
pet er indstillet, falder billederne af de to mikrometerskalaer paa
hinanden og kan direkte sammenlignes. Mikroskopets tubus
forlenges eller forkortes nu, indtil et bestemt antal af okular-
mikrometerets afdelinger ngie falder sammen med et antal af
objektivmikrometerets. Begge rakker telles. Falder f. eks. 7
objektivmikrometerdele (2 0,01 mm.) sammen med 16 af okular-
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mikrometerets dele, da er veerdien af hver af disse 6 4l

Paa denne maade bestemmes vardien af okularmikrometerets
linieafstande for alle objektiv- og okularkombinationer, idet sam-
tidig den i ethvert tilfeelde anvendte tubuslengde noteres.

Er nu linieafstandenes vaerdi i okularmikrometeret kjendt,
bruges til praktiske maalinger udelukkende dette, idet man saa-
ledes direkte maaler storrelsen af objektets detaljer. Med en
smule gvelse kan man ogsaa bedsmme storrelsen af objekter
ned til !/s—'j10 af linieafstanden. Man ber som regel kun
bruge midten af skalaen, da udkanterne paa grund af okular-
billedets fortreekning giver ungiagtige resultater.

Flere af de stgrre optikere leverer nu tabeller over okular-
mikrometerets verdi ved de forskjellige linsekombinationer, saa
man fritages fra saaledes som ovenfor vist at bestemme ver-
dierne selv. Man behgver saaledes kun at anskaffe et okular-
mikrometer (ca. 5 kr.).

For i en fart at kunne gjore en tilnermelsesvis slutning
angaaende udstreekningen af stegrre gjenstande eller dele af ob-
jektet er det hensigtsmaessigt engang for alle ved hjelp af et
objektivmikrometer at have maalt synsfeltdiameteren ved de
forskjellige objektiver. Det er da let at bedemme gjenstandens
udstreekning i forhold til denne kjendte storrelse. Zeiss an-

giver i sin sidste katalog objektivt synsfelt for alle sine objektiver,

Foruden disse glasmikrometere har man ogsaa anvendt
skruemikrometere, der dels anbringes paa objektbordet,
dels 1 okularet.

Objektbordmikrometeret bestaar i en slede, der
ved en fin skrue bevaeges tveers over mikroskopets bord, og
hvori objektglasset faestes. I okularet er anbragt en fin spindel-
vaevstraad. Gjenstanden, der skal maales, anbringes saaledes,
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at dens ene rand synes at bergre traaden i okularet, objektet
bevaeges ved hjelp af skruen, indtil den anden rand bergrer
traaden, og man afleeser paa skruens inddelte hoved den straek-
ning, som prapararet er bleven forskudt.

Okularskruemikrometeret virker derved, at en i
okularet anbragt fin traad eller linie ved en skrue fgres tvaers
over synsfeltet, fra gjenstandens ene side til den anden, hvor-
efter forskyvningen afleeses paa skruens krone. Men selvfolgelig
har dette okularmaal skiftende veaerdier alt efter den benyttede
forsterrelse og maa beregnes herefter, Methoden giver serdeles
ngiagtige resultater.

Skrueokularen i kronenden.

Dybdemaaling kan udferes ved hjalp af mikrometer-
skruen, naar dennes stigning er kjendt. De stgrre nyere mikro-
skoper har gjerne paa mikrometerskruen en inddeling, der
direkte angiver hgideforskjellen i indstillingen. Man indstiller
forst ngiagtigt paa gjenstandens overste, dernmst paa dens
nederste punkt og aflaeser differensen. Saafremt gjenstanden og
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objektivlinsen befinder sig i samme lysbrydende medium (f. eks.
luft), angiver den fundne differens direkte gjenstandens tykkelse.

Befinder gjenstanden sig i et andet medium (f. eks. glycerin,
kanadabalsam), maa den fundne veerdi multipliceres med kvoti-
enten mellem det forste og det andet mediums brydningsindex.
Saaledes ved overgang fra kanadabalsam (glas) til luft med 1,5
(%5—) fra kanadabalsam til vandimmersion 1.13 (:%), fra
kanadabalsam til homogen immersion behgves igjen ingen saa-
dan korrektion, da brydningskoefficienten her er den samme.

MIKROSKOPISK TEGNING. TEGNEAPPARATER.

Enhver mikroskopiker bgr kunne tegne efter det mikro-
skopiske billede. Derved skjerpes giet, opfatningen og hukom-
melsen,

Al mikroskopisk tegning maa udferes med den hgieste
grad af nggtern paalidelighed, med fuld korrekt gjengivelse af
det seede. Man maa i lige grad vogte sig for mere eller mindre
ubevidst overdrivelse af, hvad der forekommer en at vaere ka-
rakteristisk, og for en skematisk vanemassig gjengivelse af gjen-
standen. Enhver tegning maa gjengive gjenstanden ngiagtig
som den viser sig.

Et vist valg mellem, hvad der forekommer iagttageren vee-
sentligt eller uveasentligt, ber dog gjores, og en fordel ved af-
bildning ved tegning er det ogsaa, at man herved kan samle
billeder af en gjenstand fra forskjellige indstillinger og derved
frembringe et helhedsindtryk, som det enkelte synsfelt ikke giver.

I denne henseende staar tegningen i modsatning til foto-
grammet, der med ngiagtighed og finhed gjengiver, hvad der
findes i det enkelte indstillede fokalplan, men uden at vaelge og

uden evne til at forfglge gjenstanden over i andre fokalplan.
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Ved tegning efter mikroskopisk praparat begynder man
med at afsette de veasentligste traek og sterrelsesforhold. Der-
efter indsettes omridsene af preeparatets enkelte dele og tilslut
de mindre detaljer.

Herved bgr det strengt iagttages, at man ved gjengivelsen

af de enkelte formelementer benytter en teknik, der ogsaa gjen-

Fig. 48.

Abbes tegneprisme. Zeiss Kahn.

giver detaljindtrykkene. Et jevnt finkornet protoplasma maa
saaledes betegnes ved en fin punkteren, ikke ved skrafferen,
selv om den maleriske effekt heraf vilde vaere bedre, osv.

Tegningen kan ofte lettes betydeligt ved forskjellige tegne-
apparater.

Det enkleste af disse er et i kvadrater inddelt oku-
larmikrometer, der hjelper til bedommelsen af storrelses-
forholdene i synsfeltet.

Ved de egentlige tegneapparater blir billedet ved hjelp af
prismer eller speil projiceret ned ved siden af mikroskopet, hvor
man da under giets direkte ledelse kan optrekke konturerne
med blyant paa et stykke papir.

Omstaaende tegning af tegnespeilet viser dette i sin. moderne

skikkelse. Det er udstyret med charnicreled, saa det hurtig




— 61 — 5

kan slaaes tilside fra okularet. samt med ragglas til demp-
ning af lyset.
Brugen af disse apparater fordrer dog nogen ovelse.

Fig. 49.

Abbes tegnespeil.

Folgende hensyn maa saerlig iagttages:

1) Belysningen af synsfeltet og papiret maa vare lige steerk,
forat objektivbilledet og blyanten samtidig skal kunne sees
skarpt. Oftest vil papiret vise sig sterkest belyst og maa der-
for afdempes ved en skjerm, eller ved at der indsettes graa
eller blaa glas foran prismet.

2) Papiret maa anbringes i billedafstand o: ca. 250 mm. fra
okularet, altsaa i hgide med mikroskopets bord, ellers blir teg-
ningen adskillig sterre end billedet paa grund af den sterre af-
stand, hvori det projiceres.

3) Underlaget maa desuden, saerlig naar prismeapparat an-
vendes, skraane ind mod mikroskopet med en vinkel paa ca.
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20° da tegningen ellers blir fortrukket. Dette sees let ved be-
tragtning af fig. 50.

Tegningen viser, hvorledes straalerne fra synsfeltet ac/ sen-
des gjennem prismet 7 ned paa arbeidsbordet til ACAB. Da
PC er lengere end P, vil ogsaa billedet 45 blive storre end
ab, men da projektionen desuden sker i noget skraa retning, vil
triangelets yderste side 2B blive stgrre end dets inderste /A,

saa at det projicerede billede gradvis tiltager i storrelse udad,

altsaa blir fortrukket. For at raade bod paa dette, maa pro-
jektionsplanet for det ferste loftes saa hoit, at det kommer i
hgide med billedplanet, men dernast ogsaa gives en saadan
Fh = Fb,,

Hvor man har at udfere store tegninger, hvor denne for-

heeldning,rat. Fe = F¢,,,

trekning af billedet gjor sig mest gjeldende, maa tegnepapiret

derfor anbringes paa et ind mod mikroskopet skraanende under-
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Fig. 51.

lag. Man har ogsaa swregne til
dette formaal konstruerede tegne-
borde (f. eks. Giesenhagens, Bern-
hards tegnebord fig. 51), der let-
vindt lader sig stille 1 enhver
hgide og skraaning, der maatte
udkraeves.

Leitz har omgaaet denne
fortraekning af billedet ved sit
tegneokular med fast prisme (se
fig. 52). Dette faestes som et
almindeligt okular i mikroskopets
tubus og fastes med en skrue,
saa prismet vender ret bagud mod
iagttageren.  Mikroskopet bgies
45°, og synsfeltet projiceres ret
ned, som fig. 53 viser, uden

Fig. 52.
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asymmetrisk fortraekning, Anvendelsen af dette prisme for

udsaetter et stativ med charniéreled.

MIKROFOTOGRAFI.

Fotografering af mikroskopiske gjenstande har veeret for
sogt lige siden fotografiens opfindelse, og er efterhaanden drevet
frem til stor fuldkominenhed.

Fordelene ved denne afbildningsmaade ligger forst i dens.
absolute naturtroskab, dernast ogsaa i den omstandighed, at
den fotografiske plade, der er mest gmfindtlig for violette og
ultraviolette straaler, som giet lidet eller ikke opfatter, her-
igjennem kan fixere detaljer, der ellers unddrager sig iagttagelse.
Den har sin mangel deri, at fotografiet kun gjengiver, hvad der
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ligger i det engang indstillede fokalplan, uden at man, som ved
en tegning, kan supplere billedet med enkeltheder fra de til-
liggende planer, samt i at det, kritiklest i sin paalidelighed,
tager alt med — uveasentligt saavel som vasentligt.

For uvante gine kan fotogrammer af mikroskopiske gjen-
stande ofte vare noget vanskelige at tyde, da farver mangler,
og de ved tegningerne ofte kunstigt forsteerkede konturer gjerne
er mere forviskede. Men en smule ovelse vil snart give tillid

til denne afbildningsmaade.

Til mikroskopisk fotografering udkraves:

1. morkekammer med apparater og kemikalier til fremkaldelse,
fixering og kopiering af pladen;

2. et godt mikroskop med lampe og belysningsapparater;

3. mikrofotografisk kamera.

Til morkekammer kan anvendes et hvilketsomhelst
lidet kot, hvorfra lyset fuldstandig kan udelukkes. Vinduet
bleendes ved tatsluttende gul-rade skjeerme, der tilbageholder de
kemiske (violette) straaler. Tranges mere lys end det, der kan
passere denne skjerm, anvendes en fotografisk lampe med rgdt
glas. I merkekammeret maa vere rigelig adgang til vand.

Desuden treenges endel skaale og andre utensilier.

Mikroskopet bgr vare udstyret med linser paa 30—25
mm. nominel brandvidde (1 inch), 12 mm. (*/2 inch), 6 mm.
(t/a inch), 4 mm, (!/s inch) og 2 mm. (den sidste svarer til /12
hom. imm.), helst apokromater, da mikroskopets objektiv ved
mikrofotografi fungerer som objektiv i kameraet og derfor ber
prastere en homocentrisk forening af saavel lysende som
kemiske straaler.

Mikroskopet anvendes dels uden okular, dels forsynet med
det almindelige Huygenske, helst med projektionsokular.

Som lyskilde kan benyttes sollys, elektrisk lys,
gaslys (Auer-brender) eller en paraffinlampe. Uagtet

sollys selvfglgelig er det kraftigste, medfgrer anvendelsen heraf
5 — Gade: Mikroskopet.







P 67 ety .

dog mange vanskeligheder. Solens skiftende stilling kraever
ved lengere tids arbeide benyttelsen af et saa kompliceret og
kostbart instrument som en heliostat, ligesom -der baade for at
tilbageholde de saavel for praparat som objektiv skadelige
varmestraaler, for 'at skaane giet under indstillingen og serlig
for de almindelige akromatiske linser at frembringe et monokro-
matisk lys maa anbringes et lysfilter foran mikroskopet.
Dette lysfilter bestaar af 1 eller 2, af planparallele glasplader
lavede flade beholdere, som fyldes med en tynd kobberammoniak-
oplesning. Det igjennem disse faldende blaa lys er searlig
skikket for fotografisk arbeide.

Dersom lampelys anvendes, sendes dette forst gjennem en
sterk plankonvex linse i en parallel straalebundt mod mikro-
skopets kondensor (til fotografisk brug anvendes akromatisk
kondensor).

Kameraet kan gives forskjellige konstruktioner. Til
almindeligt brug, hvor ikke de subtileste resultater soges op-
naaet, kan man godt klare sig med de af Zeiss, Leitz o. fl.
fabrikerede smaa kameraer, der dels kan have en vertikal dels
horizontal stilling. (Fig. 54 og 55). Ved de sidste maa mikroskopet
boeies om, hvad der kan have sine ulemper, naar objektet ligger
i et flydende medium, eller naar der benyttes immersionslinser.

Mikroskopet og kamera forbindes lystet ved en manschet
af metal eller toi.

Van Heurck anvender ved mikrofotografi med udmarket
resultat et ganske simpelt kamera, bestaaende af et slags skab
paa 4 ben. Gjennem et hul i bunden stikkes mikroskopets
gverste del ind, skabets ene side kan lukkes op som en dgr,
og der er rigelig plads til at stikke hovedet ind og foretage en
npiagtig indstilling af mikroskopet. De af v. Heurck leverede
fotografier af meget delikate gjenstande, iser diatomeer, horer
til de mest fremragende preestationer paa dette omraade.

Det preeparat, som skal fotograferes, maa i enhver hen-

seende vare udadleligt. Tyndt snit, distinkt og hensigtsmaessig
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farvning samt fuldkommen plan udbredning paa objektglaéset
er elementere fordringer. : ,

Ved bakteriepraeparater viser vesuvinfarvning sig meget
hensigtsmassig. Den almindelige (rede) fuchsinfarvning giver
mindre tilfredsstillende billeder, men ved anvendelse af gronlige
lysfiltre kan man ogsaa her faa meget skarpe billeder.

Praparatet indstilles forst ngie paa almindelig vis. Okularet
tages bort, om man onsker at fotografere uden dette, eller er-
stattes af projektionsokular. Derefter forbindes mikro-
skopet og kameraet.

Lyset bringes dernzest til at falde jevnt og kraftigt over
hele synsfeltet. Ved stmrke forstorrelser ber billedet af lys-
kilden bringes til at falde sammen med objektbilled'et, ved
lavere forstorrelser bruges konvergent lys, saa at lyskildens
billede falder ovenfor objektivlinserne.

Det fremkomne billede undersgges nu med hensyn paa
totalvirkning paa kameraets bagerste matte glasplade; det
bor ligge midt paa denne. Ved at forlenge eller forkorte
kameraet finder man samtidig den mest passende storrelse
for billedet. Nu ombyttes den matte plade med en af gjen-
nemsigtigt glas, hvorpaa billedet i sine enkeltheder undersgges
ved hjalp af en lupe, ligesom den endelige skarpe indstilling
foretages.

Er denne bragt i orden, byttes glaspladen med kasetten,
som indeholder den fotografiske plade (indlagt i mgrkekammeret),
skjarmen treekkes fra, og exponeringen begynder.

Efter lysets, preeparatets og pladens beskaffenhed bliver
expositionstiden temmelig varierende, fra Ys—3/s op til
flere minuter. Vistnok gives der lysmaalere, som angiver
den expositionstid, der udkreeves ved en bestemt lysstyrke,
men den personlige gvelse og erfaring spiller dog her den vig-
tigste rolle.

De almindeligst brugte plader er Ilford, Imperial

Lumiére, Proces osv.
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Til farvede preparater, swmrlig bakterier, bruges bedst
isokromatiske plader. v. Heurck anbefaler sarlig Car-
butts ortokromatiske og Vogel-Obernetters eosinplader.

Ved pladernes senere behandling — fremkaldelsen og
fixeringen samt kopieringen paa fotografisk papir
kan man gaa frem paa mangfoldige maader.

Det folgende er en gjengivelse af de af van Heurch
anbefalede, gjennem mange aar anvendte og af de allersmuk-
késte resultater kronede methoder, som de er fremstillet i hans
«Le microscope».

Fremkaldelsen. Pladen udtages af kasetten i morke-
kammeret og lagges straks ned i en firkantet glas- eller kout-
schoukskaal, indeholdende fremkaldelsesvaedsken, eller den over-
hzldes hermed. Vadsken maa holdes i stadig bevagelse over
pladen.

Hvis man foretraekker at haelde fremkaldelsesvaedsken ud
over pladen, bar denne forst fugtes i vand, for at vadsken skal
flyde ligeligt udover; ellers blir billedet flaekket.

Der er en talrig mengde fremkaldelsesvadsker: jern, pyro-
gallussyre, hydroquinon, eikonogen (endvidere metol, paramido-
phenol, rodinol, amidol og glycin) — med alle kan opnaaes gode
resultater, naar blot expositionstiden er valgt tilsvarende rigtigt.

Van Heurck bruger altid «P. Merciers perfect Hydro-
quinone and eosin developer» eller ogsaa folgende formel:

Hydroquinon 8,00

Natriumsulphit 50,00
Natriumcarbonat 50,00

Bromkalium 1,00
Eosin 0,01
Vand 10C0,00
eller til meget fine objekter — da hydroquinonet paa sensitive

plader fremkalder et noget grovkornet billede, folgende:

Eikonogen 3,50
Carbon. natr. pur. 2,50
Sulphat. natr. par. 3,50
Vand 100,C0.
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Har expositionen varet rigtig, vil billedet begynde at vise
sig, naar fremkaldelsesvaedsken har virket ca. 3 minuter. Den
hele fremkaldelsesproces vil medtage 1o til 15 minuter, og bil-
ledet vil da mod lyset kunne sees klart i alle detaljer. Hvis
expositionen har veeret utilstreekkelig, pladen mindre folsom end
normalt eller fremkaldelsesbadet paa grund af foregaaende brug
for svagt, vil billedet forst treede frem noget senere og tage
leengere tid til fuld udvikling; man ber da ogsaa skifte frem-
kaldelsesbadet endog flere gange. Denne methode giver ogsaa
udmaerkede resultater ved moment-plader.

Ved overexponerede plader begynder billedet at vise sig
for 3 minuters forlob. Ved anvendelsen af Merciers «perfect
developer» kan pladen dog reddes ved at man fortynder badet
med vand, saa at fremkaldelsen foregaar langsomt.

Ti—tolv plader kan fremkaldes i det samme bad, men for
de sidste maa man da regne 4 minuter, for der sees virkning.
Ved tilsaetning af frisk vaedske kan virkningen forstaerkes.

Naar fremkaldelsen er ferdig, vaskes pladen omhyggeligt i
rindende vand og fixeres derpaa.

Til fixation benytter v. Heurck en 20 % vandig op-
lgsning af natriumhyposulfit, der altid maa bruges frisk
og i saapas stor mangde, at pladen er fuldt daekket af vaedsken.
Saafremt vaedsken blir brun, slaaes den bort. Fixationen er
feerdig, naar der ikke lengere sees nogen hvide flekker paa
pladens underside.

Pladen vaskes da gedt paany og hardes nogle minuter
i en mattet alunoplesning, hvorpaa den sidste ud-
vaskning foregaar ved at hensatte pladen 10—12 timer i
rigeligt (eller rindende) vand, hvorefter den terres i luften i
stuetemperatur.

Kopieringen af negativet paa fotografisk papir er en
noksaa ligetil proces. Den kan hensigtsmassigst overlades til
en fagmassig fotograf, som paa forhaand dog maa gjeores op-

marksom paa billedets veasentlige traek.
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Man anvender for tiden ett positivpapir (lysemfindtligt
klorsglvpapir) af de mange sorter, som gaar i handelen.

Det udtages af indpakningen i morkekammeret — absolut
merke ungdigt, redt lys taales — og laegges i kopierrammen
mod den tgrrede negativplade; saaledes at hinde ligger mod
hinde. Udsattes dernest for diffust dagslys i et tidsrum, der
efter lysets styrke og pladens tethed kan variere noget; nor-
malt vil ca. 20 min. veere nok, men ved daarligt vinterlys og
tette plader kan der traenges flere timer.

Kopien kontrolleres ved at aabne kopierrammens bagerste
vaeg et lidet gieblik. Det bgr, for kopieringen afsluttes, vise sig
noget merkere, end man gnsker billedet, da det afbleges noget
under den senere behandling (tgrring og fixering).

Den ferdige kopi tones i et guldbad, der for de forskjel-
lige papirer har noget vekslende sammensatning, som gjerne
angives udenpaa papirets emballage. I toningsvaedsken forbliver
papiret, indtil det har faaet en passende farvetone, i regelen
omtr. 5—6 minuter.

Dernast fixeres det i 1—10 %0 oplgsning af natrium-
sulphit i 5—r10 minuter, udvaskes saa grundigt i vand gjennem
flere timer, luftterres og opklebes paa carton.

Fra ovenstaaende angivelser er der en masse afvigelser,
saavel i valg af plader som af de forskjellige bad. Det gjeelder
at erhverve sig saa megen ovelse, at man behersker en methode

fuldsteendig og kan variere den rigtigt efter de forskjellige gie-
blikkets krav.
Forgvrigt henvises til de mikrofotografiske fagbgger.




ANDET AFSNIT.

UNDERS@GELSESMETHODER.

Almindelige bemrkninger.

Den gjenstand, som skal undersgges, anbringes paa en liden
glasplade, objektglasset, og daekkes, for at beskytte den og
for at frembringe en plan overflade, af en anden, ganske tynd

glasplade, daekglasset.

Objektglassene kan selvfolgelig veere af forskjellig form og sterrelse, men
oftest bruges nu det engelske format (75 > 25 millimeter); i Tyskland an-
vendes dog ogsaa det saakaldte «Giessener Vereinsformat» (48 > 28 mm.), og
flere af de store laboratorier har sine egne storrelser.

Dakglassene er oftest kvadratiske med. 18 mm.s side, men ogsaa sterre
og mindre. Men baade storrelse og form varieres efter behov.

Dakglassets tykkelse varierer i regelen mellem o,1c—0,20 mm. Tyndere
deekglas gaar altfor let i stykker, tykkere vil ved steerke linser med kort arbeids
afstand endog vanskeliggjore indstillingen. Ved staerkere linser, der er korri-
gerede til bestemt dakglastykkelse (se side 37), maa selvfolgelig denne anvendes.
I regelen benyttes daekglas af o,15—o0,17 mm. tykkelse.

Til at maale dekglastykkelsen gives der forskjellige apparater.

Som omtalt side 58 kan deekglastykkelsen ogsaa tilnzermelsesvis findes ved

indstillingsforandringer af mikroskopet,

Objekt- og daekglas maa for brugen vaere ngiagtigt rengjort.
De pudses bedst med et bledt laerredsstykke, et udtjent lomme-
torkleede er meget hensigtsmaessigt.

Brugte objekt- og dakglas renses, naar de har

veret anvendt til glycerinpraeparater eller med vandige oples-
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ninger, ved at henlegges en dags tid i sebevand og derefter
grundig afskylles i rent vand eller tynd alkohol samt aftgrres.

Kanadabalsam kan fjernes ved at glassene leegges i sterkt
varmt gregnsebevand i 24 timer, derefter afvaskes i alkohol
(50 %), vand og aftorres.

Fol anbefaler at legge saadanne objekt- og dakglas en
lengere tid i fortyndet salpetersyre, derefter afskylling i vand
eller alkohol.

Alle glassager kan renses i Gages vaskevand:

Sterk svovlsyre 1,0
Bichrom. kal. 1,0
Vand 100,0.

Praparatets behandling.

Vadsker, der indeholder svaevende smaadele, undersgges,
idet en draabe deraf ganske enkelt med en pipette overfores
paa objektglasset.

Dakglas kan i visse tilfelde med fordel undlades, nemlig
hvor man med vandimmersionslinse iagttager smaalegemer i
vand eller andre for objektivet uskadelige medier af samme
brydningsevne. Zeiss har konstrueret objektivsystemer for
vandimmersion med stor brandvidde netop for undersggelse af
sterre gjenstande under vand.

Bundfald ophentes til mikroskopisk brug med en, helst
lidt fin, pipette. Da bundfaldet kan vere afsat lagvis efter de
forskjellige bestanddeles specifike vaegt, kan man stundom vaere
ngdt til at tage prgver fra forskjellige dybder. Man bgr huske
paa, at det bundfald, der ligger dybest i glasset, ved vadske-
seilens tryk kommer forst ind i pipetten og hgiest op i denne,
men sidst ud igjen, naar indholdet temmes draabevis paa ob-
jektglas. Man ber derfor som regel gjore ferdig en rekke
saadanne (6—8) for at faa pipetten ganske tom.
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Draaberne maa vare af passelig storrelse; for store flyder
de udenfor dakglasset, og ved borttgrren med filtrerpapir folger
storstedelen af de korpuskulere elementer med, da disse netop
mest samles langs deekglassets rande. For smaa draaber, der
ikke fylder hele rummet under daekglasset, tillader at dette med
sin veegt trykker de fine og skrebelige mikroskopiske elementer.
Ved meget skrgbelige gjenstande kan daekglasset legges paa
voksfgdder, (smaa voksdraaber i hjgrnerne).

Hvor de korpuskulere elementer er meget rigelige (pus,
blod osv.), ber stoffet fortyndes med en indifferent eller fixerende
vadske.

Istedetfor bundfeldning, der tager tid, anvendes nu gjerne
centrifugeren, der er indfert af Stenbdck. Centrifugeren
i 3—4 minuter udretter det samme som 24 timers henstand.
Der gives flere slags centrifuger til mikroskopisk brug. De fleste
er dog store og kostbare. Kreftings praktiske og billige

centrifuge er i grunden den bedste. (Fig. 56).




Det er hensigtsmessigt at lade de feerdige praparater ligge
et gieblik for undersggelsen, for at bundfaldet kan sznke sig
ned paa objektglasset. Smaadelene kommer da at ligge i et
og samme plan, hvorved underspgelsen lettes.

For at undgaa fordampningen af vaedsken under en lengere
underspgelse giver man dakglasset en kant af voks, kanada-
balsam, maskelak e. 1.

Isolering af vavets enkelte smaadele, dissociering. —
Maceration, pillen, pensling, rysten.

Faste vav kan kun i sjeldne tilfelde med en gang og
uden nogen behandling legges under mikroskopet (oment,
svgmmehinde hos frosk, fine membraner osv.).

Skal man studere de enkelte vaevsdele for sig, maa disse
medforskjellige midler — kemisk eller mekanisk — skilles fra
hinanden, friske praeparater gjerne ved maceration, pillen, pens-

ling eller rystning, haerdede preeparater ved snit.

Kemisk dissociation.

Maceration.

Virker ved at oplgse kitsubstansen mellem cellerne. De
fleste af de herhen hgrende stoffe virker fixerende. Kraver

friskt, uforandret materiale.

a) Alkohol 30 %, Ranviers alkohol, alcool au tiers, Drittelalkohol.

Dissocierer epithelier meget godt, bedst dog pladeepithel, cylinderepithel
svulmer lidt op herved (List). Smaa stykker, ikke over o,5 kubikcentimeter, i
sparsom vadske 24—48 timer. Cellerne lgsner da let, naar stykket med pin-
cetten stedes mod objektglasset. Dissociationen blir fuldkomnere ved at ryste
preeparatet i alkohol bagefter. Praparatet kan farves og opbevares.

b) Kalilud 35—50%. Medens svag kalilud hurtigt destruerer vaevet, for-
andres dette lidet af sterkere kalioplesninger, der kun angriber kit og sub-
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stansen. Isolerer glatte og tvarstribede muskelceller. Smaa stykker 15—30
minuters indvirkning. Undersgges i samme veedske. Dissociationen fuldendes
ved at ryste preparatet. Tilsetninger, hvorved kaliluden fortyndes, bevirker
oieblikkelig odeleeggelse af preparatet.

Kun ved haar, negle, epidermis kan noget tyndere oplesninger anvendes.

¢) Saltvand 1o %o (klornatrium) egner sig godt til isolation af epithelier.
Indvirkningstid 12—24 timer.

d) Salpetersyre 20 % isolerer friske muskelfibre i 24 timer.

e) Saltsyre, koncentreret eller 20 % til isolation af kjertelorganer,
iscer nyre. Oploser bindevavet mellem kjertelgangene, saa disse blir frie.

Smaastykker af frisk nyre leegges ca. 2 timer i konc., 6—8 timer i 20 %o
oplesning. Rystes, ikke for staerkt.

f) Kromsyre 0,1—0,02 /o anvendes til at isolere friskt nervevseyv, iser de
store ganglieceller.

Smaa stykker, 10—15 ctm. veedske, 24 timers indvirkning eller mere.

g) Pikrinsyre, mettet vandig oplosning, isolerer bindevaevsfibreller 1
sener og fascier. Maanedlang indvirkning.

h) Osmiumsyre 0,10 % til cylinderepithelier 24 timer, retina, ganglieceller.

i) Formol 1 %o isolerer kjertler i 12—24 timer.

Mekanisk dissociation anvendes dels alene, dels efter
maceration; baade til frisk og heerdet veev.

a) Pillen bruges iser ved fibriller-strukturer. Udfores
med to naale, som maa vare spidse og glatte (rustne, bgiede,
slgve eller tilsglede dur ei). Bedst er en almindelig synaal no.
4 i et hakleskaft, de byttes let, naar det behgves. Stundom
bruges spydformede naale med skjerende eg.

Rigtig at udpille et praparat er et taalmodighedsarbeide,
som maa udferes ordentlig og med plan, om det skal give godt
resultat.

Ved fiberbundter, som sener, nerver, muskler osv. bgr den
hele bundt forst klgves i to i den ene ende og delene bredes
ud fra hinanden her, medens man lader den anden ende i sin
sammenhaeng. Hver af de isolerede bundter deles paa nyt og
videre paa samme maade, indtil den hele bundt er vifteformig
udbredt paa objektglasset. Man ser da i samme preparat de
enkelte elementer isolerede og i sammenhzang. - Arbeidet lettes
ofte ved at preparatet pilles halvtert, idet de isolerede

fibriller da holdes fast paa glasset.
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b) Pensling bruges iser i snitpraeparater til at fjerne
enkelte lgsere dele, saa grundsubstansen skal blive mere frem-
treedende (retiklet i lymfeknuder). Udferes med en tveert af
klippet haarpensel, der med lette slag duttes ned paa prapara-
tet; dette ber ligge i rigelig vadske.

¢) Rystning udretter det samme som pensling. Bruges
desuden for at fuldende dissociationen ved macererede prae-
parater.

Et reagensror fyldes halvt med vand, alkohol eller anden
vaedske og rystes, til vavselementerne danner en jevn blakning
af vaedsken. Forhornede epithelier og muskelceller taaler tem-
melig sterk rystning, andre epithelier og kjartelgange maa be-
handles med stgrre forsigtighed.

Begyndere forseger ofte at isolere vavselementerne ved at
trykke paa dekglasset. Dette er med ganske faa undtagelser
absolut forkasteligt, i de allerfleste tilfelde odeleegges prapara-
tet derved, idet de lidet modstandsdygtige elementer presses
sammen til en ganske ukjendelig masse.

Undersggelsesvadsker.

Friske vavsdele, der enskes iagttagne uforandrede, anbringes
ved underspgelsen i et saavidt muligt indifferent, neutralt,
medium under dakglasset.

Indifferente undersogelsesveedsker.

1. Naturligt serum er det mindst angribende for frisk
vev. Man kan benytte friskt blodserum, kammervand, filtreret
veedske fra serpse betandelser eller ogsaa almindelig honse-
@ghvide. .

Naturligt serum er dog vanskeligt at faa fat paa og kan
ikke opbevares.

2. lodserum (Max Schulze) bestaar af frisk amnios-
vaedske eller andet serum, hvortil sattes saa meget iodtinktur,
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at veedsken blir tydelig gul. Naar farven efter nogen tid er
afbleget, maa ny iodtinktur tilsettes.
Heller ikke iodserum er meget holdbar,
3. Kunstigt iodserum (Frey).

Aghvide 30,00
Klornatrium 0,40
Vand 270,00

Iodtinktur 6,00,

som konserveringsmiddel.
4. I almindelighed kan man laenge ngie sig med
Saltvand 0,6—0,75 %, fysiologisk saltoplgsning, der er
den hyppigst anvendte undersggelsesvaedske ved friske pre-
parater.

Almindeligt rent vand, destilleret vand, er derimod ikke
indifferent ligeoverfor friskt veev, hvis elementer det bringer

til at svulme op.

Ofte onsker man at fremkalde visse forandringer i prapa-

ratet; man anvender da de

Differente undersogelsesvaedsker.

1. Glycerin er af disse det mindst energiske og mest
anvendte. Bruges til at opklare praparaterne. Anvendes
iser ved hwerdede preparater. Den opklarende virkning op-
treeder i sin fulde udstraekning ofte forst efter flere timer. Friske
preparater, der undersgges i glycerin, vil paa grund af vadskens
hygroskopiske egenskaber vise lette skrumpningsfeenomener,
hvorhos finere vadskedetaljer blir utydelige paa grund af gly-
cerinens forholdsvis sterke lysbrydningsevne (72 = 1,47).

Glycerin ber ikke bruges ved anilinfarvede praparater, da
disse farver som oftest oplgses og udtrakkes i glycerin, isar

naar den ikke er syrefri.
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2. G ly ceinin vand.
Glycerin pur.
Destilleret vand J
Virker ikke hygroskopisk og har svagere lysbrydningsevne (z = 1,39) end
ren glycerin. Passer derfor bedre til undersogelse af friske objekter. Prapa-

lige dele.

raterne holder sig dog ikke saa godt heri.

3. Glycerinalkohol, Calberlas vadske.

Glycerin
Vand lige dele.
Alkohol l
Egner sig godt, hvor man onsker gradvis at overfore fine objekter i steer-
kere glycerin. Praparatet dekkes med dwkglas, men fra kanterne foregaar en

stadig fordampning af alkoholen og vandet, saa veedsken tilslut veesentlig inde-
holder glycerin.

4. Eddiksur kali
i mettet oplesning anvendes til friskt vaev, den har mindre steerk lysbrydning
end glycerin (2 = 1,37), og taales bedre af det friske veev end denne. Egner
sig iser til undersogelse af fedt (fedtdegeneration). Til anilinfarvede praeparater
anvendes 50 %/ oplesning.

Praeparaterne kan opbevares,

5. Methylalkolhol,

mindre lysbrydende end vand (z = 1,32) bruges, hvor der tiltrenges et medium

af saadan beskaffenhed.
Preeparatet kan kun opbevares, naar dekglasset tilkittes forsvarlig.

6. Eddiksyre 0,2—2,0%. Bringer almindeligt celle-
protoplasma og bindevaevsfibre til at svelle ud og forsvinde for
iagttageren. Cellekjerner skrumper lidt og faar skarpere omrids.
Elastiske fibre, bakterier angribes ikke.

Tjener til at opklare preparatet og bringe frem cellekjer-
ner, elastiske fibre (bakterier).

7. Myresyre 0,2—2 %o som eddiksyre.

8. Baade eddiksyre og myresyre bruges ofte sammen med glycerin som
eddiksyreglycerin eller myresyreglycerin, begge 1—2 %, hvor sterk
og hurtig opklaring enskes.

0. Kalilud 1—2 % destruerer hurtigt de fleste vaevsdele;

modstaaes kun delvis af forhornede epithelier, fedt, elastisk
substans og mikroorganismer. Bruges til at paavise disse.

Praeparatet kan ikke opbevares. Objektivlinsen maa ikke tilsoles

med reagenset.
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Angaaende Pacinis, Hayems undersogelsesvaedske til
blod, se fixeringsmidler (side 86).

Anm. [ praksis vil man ikke sjelden finde det hensigts-
maessigt at undersgge et praparat forst i en, dernaest i en anden
undersggelsesvaedske. Vadsken kan skiftes uden at dakglasset
fjernes, idet det forste medium trakkes bort med et stykke
filtrerpapir, medens det andet tilsattes ved daekglassets mod-
satte rand. Det maa erindres, at det dog tager lang tid at faa

hele praparatet gjennemtraengt med reagenset paa denne maade.

Fixering og herdning.

Kun et forholdsvis ringe antal undersggelser vil dog udfares
paa friskt vaev. I regelen maa gjenstanden gjeres skikket til
den mikroskopiske undersggelse gjennem en rakke processer,
der gaar ud paa at fixere vaevet i dets naturlige skikkelse og give
det en konsistens, saa deraf kan forferdiges de tynde mikro-
skopiske snit, der endelig gjerne farves paa forskjellig vis.

Fixering er den proces, hvorved det friske, levende vaev
ved fysiske eller kemiske midler hurtigt feestnes i saavidt mulig
livslignende skikkelse.

Hardning er den proces, hvorved det friske, i regelen
blode veev ved kemiske midler meddeles en fast, snitbar
konsistens.

Begge processer beror paa, at vedkommende agenser enten
extraherer det i vaevet indeholdte vand, eller coagulerer albumi-
nater, muciner osv. eller indgaar kemiske forbindelser med veavs-
delene. Begge processer er saaledes beslegtede, de fremkaldes

for en stor del ogsaa ved de samme midler, om end ved noget
6 — Gade: Mikroskopet.
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forskjellig anvendelse af disse, og de kan ofte ivaerksaettes sam-
tidig, hvorfor man ogsaa ofte om end med urette opfatter dem
som identiske.

Fixeringen maa nedvendigvis foregaa hurtigt, saa vavet
ikke faar tid til at undergaa nogen som helst morfologisk for-
andring; haerdningen kan gjerne straekke sig gjennem lengere tid.

En anden sag er det, at man ved objekter, der ikke skal
undersgges paa veavets fineste enkeltheder, ikke udfgrer fixerin-
gen som egen proces, men noier sig med den ogsaa ved heerd-
ningen optredende mindre fuldkomne, men til almindelig brug

fuldt tilstreekkelige fixering.

Fixering.

Almindelige betingelser for god fixering er:

Friskt, uforandret veev — smaa veavstykker ikke over
ctm. — rigelig mangde af fixationsmidlet — ikke leengere ind-
virkning af dette end netop nedvendig — og endelig for de

mineralske syrer og salte: grundig udvaskning efter fixeringen,
da farvningen ellers blir vanskelig.

Som fixeringsmidler anvendes varme (kogning), forskjellige
mineralske og organiske syrer og salte (isar klorider) samt
alkohol.

Det vil ofte vise sig hensigtsmaessigt at fylde det glas,
hvori fixationen skal foregaa, ?/s med bomuld eller opkrellet
filtrerpapir. Veavstykkerne undgaar da paa det blgde underlag
den fladtrykning ved egen vagt, som man vanlig finder, naar
de ligger direkte paa glassets bund. I tilfeelde af, at alkohol
benyttes, vil stykket desuden ogsaa komme til at blive liggende
i vaedskens gverste o: alkoholrigeste region, idet det af vavet
udtrukne vand synker til bunds. Paa bunden findes derfor den

mest fortyndede alkohol.
Af de mangfoldige fixationsmidler skal her kun navnes et

mindre antal.
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1. Osmiumsyre OsO,, overosmiumsyre, osmiumtetr-
oxyd (Max Schultze 1865), hvidlige krystaller, der fordamper
i luften. Dampene irriterer giets og respirationsorganernes slim-
hinder. Opbevares paa tilsmeltede glas.

Oplgsninger tillaves af destilleret vand, maa holdes paa
morke, med glasprop godt lukkede flasker, da osmiumsyren
let reduceres af organiske bestanddele (stov) og af lyset.

Da Os udfeldes paa metalinstrumenter, bgr man under ar-
beide hermed bruge naale af glas, tre eller ben.

Osmiumsyren virker, idet den reduceres af vavene, som
derved farves morke (sorte) ved udfeldt metallisk osmium, eller
idet syren med veevet indgaar en kemisk forbindelse.

Fedt, myelinet i nerverne og garvesyre farves sarlig in-
tenst, fornemmelig ved efterfolgende alkoholhaerdning.

Osmiumsyren er et af vore bedste og paalideligste fixations-
midler.

Anvendes dels i dampform, dels i vandige oplgsninger
baade alene og sammen med andre fixeringsmedier, iser krom-
syre og eddiksyre.

Osmiumsyredamp.

Ganske smaa objekter (enkle losrevne celler, infusorier o. 1,) fixeres
i lobet af '/s—1 minut i en draabe saltvand paa et objektglas, som holdes
nedadvendt over aabningen af en flaske, hvori en osmiumsyreoplesning 1 °/o.

Stykker paa 2—3 mm. tykkelse ophanges i en traad eller ud-
speendes (helst med pindsvinpigger, berberisnaale eller andre ikke-metalliske
gjenstande) under korken i en bredhalset krukke, paa hvis bund der er en
liden mengde osmiumsyre 1 %o, Fixeringen ansees for ferdig, naar stykket
viser sig let brunet; for storre stykkers vedkommende er 1 times l)el'mnd]ing i
osmiumsyredamp nok. Efter dampningen laegges stykkerne gjerne en stund ned
i veedsken, '

Bagefter le\'askning‘{ 1—3 timer i rigeligt (helst rindende) vand, efter-
herdning i steerk alkohol. .

Osmiumsyreoplﬂsning anvendes til fixation gjerne i en styrke
af 1%, dog varieres fra 0,05—2 % efter gjenstandens natur.
Va—24
timer 1 vadsken efter stykkets beskaffenhed. Udvaskning i rindende vand,

Stykkerne bor vwere smaa, ikke over 0,5 ctm. i tveerinaal; forbliver

efterheerdning i alkohol go .
Fixering med Os-damp har den fordel, at objekterne meget hurtigere gjen-

nemtranges, og derfor fixeres noiagtigere end ved oplosningerne. Dampfixerede
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objekter tiltreenger ogsaa kortere udvaskning. Det lengere ophold i osmium-
syreoplosningen bevirker, at de yderste partier af preparaterne let blir haarde
og sprode,

Alle fixeringer med osmiumsyre bor udferes i morke, udvaskningen ud-
fores omhyggeligt. Ved overfixering kan udvaskningen hensigtsmassigt ske
med Miillers vaedske (se side 89), hvorefter praeparaterne ogsaa blir lettere at farve
i carmin og hzematoxylin.

Kromsyre anvendes til fixering i vandige oplgsninger fra
0,1—1,0 %, der indvirker fra 6—24 timer eller flere dage.
Kromsyren indgaar en kemisk forbindelse med vaevet, «garver»
det, saa det kun ufuldkomment atter kan udvaskes. Prapara
terne maa under alle omstendigheder udvaskes overmaade
grundigt, helst i rindende vand (under springet) i 24—48 timer.

Efterhaerdning med alkohol maa foregaa i merke, da alko-
holen med kromsyren (eller dens salte) ellers danner forstyrrende
nedslag og grumsning.

Praeparater, der efter behandling med kromsyre og dens
salte laegges i1 alkohol, antager en karakteristisk skiddengren
farve. '

Farvninger blir i regelen mindre gode efter kromsyre, bedst
farver her hematoxylin, dernast fuchsin, safranin o. fl. aniliner.

Kromsyren bruges sjelden alene, oftest i forbindelse med Os eller A,
hvorved ulemperne blir mindre fremtraedende.

Steerk krom-osmium-eddiksyreoplesning (Flemmings vaedske)

Osmiumsyre 0,10 : Osmiumsyre 1 °% — 10 vol
b y i eller lavet af de | _. Y n/
Kromsyre 0,25 ; . . ) Kromsyre I % — 25 vol
; almindelige fer-§ ., ... ° 5y
Iseddike (075 {oly) 25 1 Eddiksyre 1% — 10 vol
4 dige oplesninger |
Vand 100,00 Vand 55 vol
Svagere krom-osmium-eddiksyreoplesning (Fol’s vadske).

Osmiumsyre I°% — 2 vol
Kromsyre 0,25 il Kromsyre 1% —- 25 vol
Eddiksyre 0,10 l Eddiksyre 1% — 10 vol l

[()smiumsyro 0,02 |
: l Vand 68 vol

Vand 100,00

Den tilsatte eddiksyre bevirker, at den hele vaedske treenger hurtigere ind,
samt er af betydning for fixation af kjernens nuclein, der ellers er opleselig i
frie mineralsyrer.

Begge fortreeffelige fixationsmidler for kjeernestrukturer.

Preeparaterne i regelen fuldt fixerede efter 24 timer, kan dog uden vasent-
lig skade ligge i ugevis. Maa udvaskes godt i vand. Farves mindre godt i
y og farvning lettest ved Fol's veadske.

carmin., Udvaskning

S

LN
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Der gives forovrigt talrige blandingsvariationer af denne krom-osmium-
eddiksyre,
Krom-eddiksyre (Flemming)
Kromsyre 0,25 Kromsyre 1% — 25 vol
Eddiksyre o,10 ¢ eller { Eddiksyre 1%y — 10 vol
l Vand IO0,00J Vand 65 vol
Krom-myresyre (Rabl).
Kromsyre 1 %0 — 75,00
eller | Conc, myresyre 5 dr.
Vand 175,00

Maa altid frisk tilberedes. Fixering i 12—24 timer, udvaskning i vand;

Kromsyre 0,33 %o, 200
Y: 93 [V
\ Conc. myresyre 3—4 dr. J

Heemotoxylin, safranin. Udmerket fixering for kjernedelingsfigurer. Prapara-
terne blir ikke eftersvertede.

3. Sublimat i 5% eller mattet vandig (7 %) op-
lgsning fixerer hurtigt og paalideligt.

I sublimatoplgsning ber ikke bruges metalinstrumenter.

Smaa, ganske friske veevstykker fixeres i indtil 10 min,
(blir graalige paa overfladen). Udvaskes i vand, bedre dog i
alkohol, hvori sublimat er lettere oplgseligt (33 %), helst tilsat
med. lidt iodtinctur. Ved utilstraekkelig udvaskning efterlades
smaa krystaller af kvikselvforbindelser i vavet.

Efter udvaskningen efterh@rdning i alkohol af stigende
styrke til 9go—o4 %o. Stykkerne blir haarde ved at ligge for
leenge i alkohol bagefter.

Sublimatfixerede preeparater farves let med alle farver.

Ved tilsetning af klornatrium eller A treenger sublimat-
oplgsningerne lettere gjennem vevet, fixerer hurtigere og frem-
bringer mindre skrumpning.

Af de mange saadanne sublimatblandinger naevnes:

Langs vaedske.

Sublimat 3—I2 gr.
Klornatrium 6—10 »
Eddiksyre 5— 8 »
Vand 100,00 »

'/2 time, efterhaerdes i stigende alkoholer til 9o /o, derpaa 2 dage

Fixerer i

abs, alkohol.
Heidenhains vaedske,

Sublimat 755

Klornatrium o,5

Vand 100,00




Lysigalely

Til fixering af tarmepithelet.
Fixerer i 24 timer. Maa udvaskes noiagtig i stigende alkoholer, 8o—go—
97 %o, et degn i hvert.
Pacinis vedske (III)
til fixering (og undersogelse) af blod.
Sublimat I
Klornatrium 4
Vand 200
Hayems vaedske

til fixering og undersogelse af blod (telling).

Sublimat 0,5
Klornatrium 1,0
Sulph. natr. 5,0

Dest. vand 200,0

5. Pikrinsyre i mettet vandig oplesning. Trenger hurtigt gjennem
objektet, fra etpar minuter til 24 timer. Brugelig til fixering af foetus.

Maa udvaskes meget neie i alkohol, indtil al gulfarvning ophorer i veedsken
(aldrig med vand, der fremkalder opsvulming). Preparaterne farves meget godt
med alle farvestoffe; der anvendes alkoholiske, ikke vandige oplesninger.

Pikrin-svovlsyre (Kleinenbergs vedske).

Svovlsyre 2 %o 100,00
Pikrinsyre saa me-
get,som vil oploses
Vand 300,00

Anvendes til foetus. Fixerer hurtigt fra 3—4—24 timer. Grundig ud-
vaskning. Veavet svulmer noget ved svovlsyren. Ved kalkholdige objekter kan
Kleinenbergs veedske ikke bruges, da den med kalken danner uoploseligt kalk-
sulfat, gips. Praeparaterne farves senere let.

6. Alkohol er det i almindelig histologisk praksis mest
anvendte fixeringsmiddel. Har som saadant mange fordele: til-
treenger ingen udvaskning, vaevet er let at farve bagefter. Finere
cellestrukturer, kjeernedelingsfigurer, kommer dog ikke godt frem
ved alkoholfixering.

Anvendes til fixering i to styrkegrader: absolut alkohol og
trediedelsalkohol. (Ranviers alkohol, alkohol 33 %b).

Absolut alkohol (100—97 %) virker fixerende, idet
@ghviden hurtigt coagulerer, forend den vandextraherende evne
kan faa gjore sig gjeeldende.

Fixeringen ved passende store objekter udfert paa 2—3

. . ‘- . - .
timer; cellekjernerne fixeres her godt; efterherdning i stigende
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alkohol 70—80—qo %0.  Fixeringen kan ogsaa udfores med
varm alkohol. Eller man skifter ny 94 % alkohol derpaa og
harder praeparatet heri.

Trediedelsalkohol fixerer, idet den endnu er stasrk nok
til at koagulere albuminerne, medens der samtidig medfores saa
meget vand, at nogen vandextraktion fra vaevet ikke finder sted.
Indvirkning ikke over 24 timer, da preparatet ellers macereres.
Ingen videre god fixation af cellekjarner.

Efterhaerdning i staerkere alkohol.

7. Formol eller formalin (formaldehyd, myresyrealdehyd)
anbefalet af Blume og Hermann.

Det i handelen under navnet formol forekommende stof er
en 40 %o vandig oplesning af formaldehyd (CH,O). T frisk til-
stand klar blir veedsken ved henstand gjerne blakket ved hvide
fnokker af paraformaldehyd og taber da i virkning.

Virker meget hurtigt, tillader nasten alle slags farvninger
bagefter. Af praparater kan straks efter indvirkningen af vaed-
sken gjores frysesnit. (Side g6).

Fixerer i oplesning af 4—10—20 eller 40 % formol; meget
godt epithelier, hvis detaljer kommer udmerket frem, desuden
nerver, specielt centralnervesystemet, hvor det finder sin mest
udbredte anvendelse, da det her tjener baade som fixerings- og
herdningsmiddel. Anvendes her ogsaa som fixationsmiddel i
stedet for Os ved Golges farvning. Bindevav paavirkes mindre
heldigt, da det efter nogen tids indvirkning opleses, ligesom
forslimes.

Ogsaa de lidt stikkende formoldampe virker fixerende,
harder gelatine.

Vaevstykkerne lagges i 4—10 % formol '/z—1 time op til
I a 2 dage. Kan da skjeres med engang (frysesnit i formol
se side 98) eller efterhaerdes i alkohol med eller uden fore-
gaaende udvaskning. .

Formol er ogsaa et godt hardningsmiddel specielt for
centralnervesystemet.
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Formol forbindes ogsaa fordelagtict med andre fixations-
og hardningsvadsker eller kan benyttes sammen med frysning.
(Se side 97).

Zenkers vadske, formolsublimat, til fin fixation af alle

slags vav:

Altsaa en blan-

Sublimat 5,00
Bichrom. kali 2,50

. ding af Miillers
Sulph. natr. 1,00 3 2 :
veedske og subli-

[seddik 5,00
- » mat.
Vand 100,00

Iseddiken tilsattes forst umiddelbart for brugen. Forevrigt kan blandingen
holdes ferdig paa merk flaske.

Smaa stykker er fortreffeligt fixerede i etpar timer, storre ber ligge i
24—48 timer. De fleste farvninger, ogsaa fibrinfarvning og Weigerts nerve-
farvning, kan udferes bagefter. Til sidste farvning ber praeparaterne dog have
ligget i mindst 14 dage. Efter fixering vaskes stykkerne i rindende vand, be-
handles derpaa i jodalkohol for at fjerne de sidste rester af sublimat.

Orths Formol-Miillers vadske.

I) f Miillers veedske 100

\ Formol 10

Organdele indtil 5 mm, fixeres i 3 timer i 37° C., storre i 10—12 timer
og har da god snitkonsistens. Kan blive flere dage liggende i vaedsken.

2) Udvaskes i rindende vand.

3) Efterheerdes i alkohol (9o—94 %b).

4) Farves paa alle vis.

8. Ophedning (kogning) er et fortreeffeligt fixeringsmid-
del. Ophedningen behgver theoretisk taget ikke at overskride
eghvidens koagulationspunkt (62°). En temperatur af 80° er nok.

Ophedning er iser nyttig, hvor de ovrige fixationsmidler
kun langsomt vil kunne traenge ind (f. eks. insekter med skal),
eller hvor man onsker at faa koaguleret paa stedet aghvide-
holdige exsudater i veevene (lungegdem, nyreaffektioner osv.).
Fixering ved kogning kan ske i vand, alkohol, sublimatoplgs-

ning osv.




Kogende vand. Vevstykket, kun faa mm. i tveersnit,
leegges i et tyndt uhrglas, vandet koges i et reagensglas og hel-
des over stykket, efter etpar sekunder er fixeringen ferdig; storre
stykker maa dog koges i flere minuter; efterhardning i alkohol.
Maa ikke komme i vand eller vandige farveoplgsninger, i hvilke

vaevet blot svulmer op.

Herdning.

De fleste fixeringsmidler bevirker ogsaa en mere eller
mindre tydelig udtalt heerdning af veevet. Dog ikke alle. Endel
er ogsaa macerationsmidler (se side 76) og kan derfor ikke an-
vendes i den ngdvendige tid. Thi haerdningen udkrever for-
holdvis lang tid og sterre vadskemeengde end fixeringen.

De vigtigste hardningsmidler er kromsyre og alkohol.

Kromsyren anvendes ikke gjerne ublandet, da pre-
paraterne blir skjgre deraf. Oftest som kromsure salte og i
forbindelse med andre stoffe.

Miillers vedske.

Bikrom. kalici 2,00
Sulph. natr. 1,00
Vand 100,00

Bor opbevares paa mork flaske 5—10 liter ad gangen, for-
daerves let af mugsop, hvorfor man paa overfladen lader flyde
etpar stykker kamfer. .

Erlickys veadske.

Bikrom. kal. 2,50

Sulph. cupr. 1,00
Vand 100,00

Begge har sin hovedanvendelse ved herdning af central-
nervesystemet, men egner sig ogsaa til kjertelorganer.

Orths Formol-Miillers vadske til fixering og hardning
(se side 88).
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Zenkers vadske o: Sublimat-Miillers vaedske til fixering og heerdning
(se side 88).

Miillers vadske fremkalder opsvulmen af mucinholdige vaevs-
dele (bagerceller, slimdegeneration), som derved lettere paavises
(ved alkohol koagulerer mucinet og traekker sig haardt sammen).
Overfladeepithel macereres og lgsner ved lengere tids ophold i
Miillers vadske. Bindevaev forbliver bladt. Ben, sarlig foetale,
dekalcineres.

Heardningen i de kromsure salte foregaar langsomt.

En hel hjerne (menneske-) behover 6—8—10 uger. Den
maa legges paa bledt underlag (vat, filtrerpapir i flere lag) i
rigelig vaedske og forsynes med flere dybe indsnit, at vadsken
kan trenge i dybden, da ellers kun de ydre partier hwerdes,
medens de centrale dekomponeres. Vadsken skiftes den forste
uge hver dag, senere saa ofte vaedsken er uklar.

Hel rygmarv ophanges helst i et heit glas. Vadsken
skiftes som ovenfor nzvnt. Hardningstid 4—5 uger. Mindre
stykker haerdes hurtigere.

Ved anvendelse af forhgiet temperatur i varmeskab 35—38°C.,
kan haerdningstiden betydelig forkortes, indtil for en hel hjerne
38—14 dage, en rygmarv 6—8 dage.

For langt ophold i Miillers veedske gjor gjenstandene haarde
og sprgde.

I regelen maa praeparater, herdede i Miillers vadske, ud-
vaskes meget godt enten i flere dage i rindende vand, eller i
alkohol, ligesom man gjerne efterharder i alkohol. Efterhard-
ningen maa foregaa i mgrke for at undgaa udfeldning.

Hvorvidt og hvorledes udvaskning og efterhardning skal
foretages, er dog afheengigt af praeparatets senere behandling,
idet de i vavet tilstedeveerende kromsalte eller alkohol snart
kan vare hindrende, snart ngdvendige for den paafslgende farv-
ning, f. eks. Weigerts nervefarvning (se nedenfor under de spe-
cielle farvninger),

Alkohol er ogsaa til herdning det mest anvendte stof.




Benyttes, hvor de bedste resultater skal opnaaes, i stigende
styrke 70—80—90 %, et dogn i hver. De fleste praparater
har da faaet en passelig fasthed, let at skjeere. Dog er dette
hensyn nu for tiden af mindre vigtighed, idet man ved indleirin-
ger (se herunder) kan komme til at skjere praparater af en-
hver konsistens. Til god herdning udkraeves rigelig vadske-
mangde.

Brugt og forurenset alkohol kan ved omdestillation atter
gjores brugbar, undtagen naar den indeholder mineralsyrer, der
under destillationen spalter alkohol til wther.

I den almindelige histologiske praksis — normal som patho-
logisk — kommer hardning med stigende alkoholer sjeldnere
til anvendelse, naar det ikke gjelder finere kjaerne- og proto-
plasmastrukturer. Man vil i regelen opnaa tilfredsstillende re-
sultater, om de friske preeparater med en gang legges i sterk
alkohol 9o—9g6 %0 i 24—48 timer, hvor fixering og heerdning
samtidig udferes.

Formol anvendes som herdningsmateriale mest til central-
nervesystemet baade til makro- og mikroskopiske formaal.

En hel hjerne leegges i 2 liter, en hel rygmarv i 7—800
cc. af 1/2—1 %0 formoloplgsning.  Allerede efter 2 dage vil ryg-
marven, efter 4—5 hjernen have antaget en fast elastisk kon-
sistens (René Marie) uden forandring i form eller farve, meget
hensigtsmassig for demonstrationsbrug. Mindre stykker kan
derefter udtages til videre mikroskopisk undersggelse.

Om formolens kombination med sublimat og Miillers vaedske
er ovenfor talt.

Saaledes fixerede og hardede praparater opbevares
hensigtsmeessigst i alkohol fra 80—98 %. De i metalsyrer og
salte fixerede praeparater blir temmelig haarde i de starkere
alkoholer.
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Dekalcinering.

I ben og andre kalkholdige praparater maa kalken farst
fjernes, for der kan gjores snit af dem.

Denne dekalcinering udferes iser ved forskjellige or-
ganiske og uorganiske syrer. Svovlsyre er dog naturligvis
ubrugelig, da denne med kalk danner uvopleselige gipskrystaller
1 vaevet.

Det ber iagttages, at den anvendte syre ikke angriber de
morfologiske bestanddele. Derfor har f. eks. salpetersyre, der
fixerer vavene, visse fordele for den ublandede saltsyre, der
bringer bindevaev til at svulme op.

Fer dekalcineringen bor vavet hardes i alkohol eller helst
i Miillers veaedske.

Til de fleste dekalcineringsvaedsker kan ogsaa tilsettes sub-
stanser, der fixerer og heaerder vaevet forevrigt, f. eks. alkohol,
sublimat, for saa vidt dekalcineringsmidlet ikke selv virker
fixerende og hardende som ved kromsyre eller pikrinsyre.

Saa godt som alle dekalcineringsprocesser udkrever lang
tid, uger og maaneder. Under processen maa der stadig til-
settes ny vaedske for at erstatte den syre, der er neutraliseret
af den oplgste kalk.

Naar dekalcineringen er faerdig, lader benet sig bgie og
skjeere som brusk, ligesom en naal let tranger igjennem samme.
Instrumenterne maa gieblikkelig renses ngiagtigt efter proven,

Benet sages forst i stykker, helst ikke over 3—4 mm. i
tykkelse.

Saltsyre,

Delkalcinerer hurtigt og godt, preeparaterne farves ogsaa godt efter, men
saltsyren fremkalder en betydelig opsvulmen af osseinet, omtrent som eddiksyre,
saa mange strukturforholde i benet (benlegemernes form, primitivkanaler osv.)
svinder.

Ren konc. saltsyre isolerer tandror.

Saltsyre o0,5—10 %0 vandig oplosning dekalcinerer smaa ben i lobet af

" faa dage. ' Vaedsken omrystes.
Saltsyrens skadelige indvirkning paa osseinet hindres i nogen grad ved

tilseetning af klornatrium eller alkohol til vadsken.




von Ebners vandige dekalcinationsvedske.
Klornatrium 12
Vand 100
Saltsyre 4
Under dekalcineringen maa daglig paany tilszttes 1—2 %/ saltsyre for at
erstatte det brugte, indtil benet er bladt.

Udvaskes i saltholdigt vand, til al sur reaktion er svunden.

von Ebners alkoholiske dekalcinationsvadske.

Saltsyre 2,5
Klornatrium 2,5
Vand 1€0,00

Alkohol 70 %0 500,00

Haugs alkoholisk'e saltsyreblanding.
Saltsyre I—8
Klornatrium 0,5
Alkohol 70 %/ 100,00
Virkningen noget langsom, men kan paaskyndes ved at oge saltsyremaeng-
den til 10 %, saltmengden maa folge med det halve belsb.

Sal petersyre (et af de bedste dekalcineringsmidler).

Dekalcinerer hurtigt og godt, prparaterne farves meget godt senere,
ingen opsvulmning af veevet. Forbindés gjerne med alkohol eller kromsyre.

Ren (ikke rygende) salpetersyre bruges kun til at isolere tandfibriller
(som saltsyre).

I fortynding til dekalcinering, 3-—9 %o, virker hurtigt.
Haugs salpetersyre-alkohol.
Sublimatfixerede preeparater dekalcineres i:
Ren salpetersyre sp. v. 1,5—1,2 30—Q0
Alkohol 70 % 1000,00
(Klornatrium 2,5)
Virker hurtigt, skaansomt, anvendeligt til alle slags ben (ungt, gammelt,
pathologisk og normalt brusk og ben). Udvaskes i alkohol.
Alle farvninger lykkes godt her. .
Thomas’ salpetersyremethode med kalkngjtralisation.
Benstykker heerdes i 95—96 %0 alkohol.
Dekalcineres saa i:
Konc. tysk offic. ren salpetersyre 1 del
Alkohol <5 % 5 dele.
Vadsken rystes ofte, skiftes hver 3die dag, dekalcinering ferdig efter 2—3
uger for store stykker,
Stykkerne afspyles i alkohol, noitraliseres i alkohol 95° hvori overskud
af praecipiteret kulsur kalk, i 8—14 dage, hvorpaa kalken afskylles med spiritus.




Haugs phloroglucin-salpetersyre angives at skulle dekalcinere
hurtigt og skaansomt. Blandingen anvendes i to forskjellige koncentrationer.

Sterk phloroglucin-salpetersyre.

Phloroglucin 1,00 gr. opvarmes langsomt og forsigtigt med 10 cc. ren,
ikke rygende, salpetersyre (sp. v. I,4) under let omrysten, ved hvilken der
foregaar en sterk opbrusen (forsigtig, stor kolbe!), medens vadsken antager en
merk red farve. Dernzest fortyndes med 100 cc. vand og tilsaettes yderligere
10 cc. salpetersyre. nskes storre vaedskemaengde, kan yderligere tilswettes 200 cc.
vand og 40 cc. salpetersyre, for at holde syregehalten paa 20 /. Sterkere
fortynding af phloroglucin er ikke heldig.

Det valgte benstykke, f. eks. pars petrosa o. l., der paa forhaand maa
vere godt fixeret i sublimat eller i Orths Formol-Miillers veedske (se side 88) og
derefter udvasket, bliver i denne vaedske dekalcineret i lobet af faa timer;
foetale eller unge ben behover endog blot !/2>—1 time.

Udvaskningen maa foretages meget grundigt i rindende vand i mindst 2
dogn (!). Preparaterne lader sig da farve meget godt.

Svag phloroglucin-salpetersyre.

Phloroglucin 1,00
Ren salpetersyre 5,00
Alkohol 70 %6 100,00
Dekalcination i lebet af 6—8 dage.g
Phloroglucinen synes at beskytte vaevet mod en altfor voldsom indvirkning

af den — indtil 20 % — sterke salpetersyre.

Waldeyers krom-salpetersyreoplesning for pars petrosa.

Friske praeparater fixeres i en kromsyreoplesning 1 : 600, hvis styrke grad-
vis gjores jevnt stigende til 1:400 og 1:200. I denne sidste blanding foregaar
dekalcineringen, idet veedsken skiftes hver 6te dag, samtidig med at der tilsaet-
tes 2 %/o salpetersyre.

Processen er, som alle kromsyremethoder, langvarig, tager ca. 3 maaneder.
Praeparaterne farves vanskeligt under den senere behandling. Omhyggelig ud-

vaskning, alkoholhzerdning.

Pikrinsyre i mettet vandig oplesning dekalcinerer, om end langsomt
(maanedsvis) under samtidig fixering; syren udvaskes bagefter grundigt i alko-
hol. Processen kan paaskyndes ved tilsetning af 3—s %o salpetersyre. Er en
skaansom methode, der godt egner sig for foetale og blede ben. Praparaterne

farves godt bagefter.

Melkesyre 10—20 %o, skaansom og taalelig hurtig, god til foetale ben.
Endelig kan dekalcinering ske ved hjelp af glycerin, Miillers veaedske,
Flemmings- eller Fols krom-blanding. Processen gaar dog her meget langsomt.
For smrdeles fine embryonale ben (begyndende forbening) er Miillers vaedske

anvendelig.




Fastklebning. Frysning. Indklemning
og indstebning.

Kun meget store og grove praparater kan holdes direkte i
fingrene, medens de skjeres. Smaa, fine, bgielige praparater
maa paa forhaand indklemmes, indstgbes eller anderledes be-
handles.

Til indklemning anvendes bedst haerdet svinelever,
amyloid lever, hyldemarv eller alkoholhardet gulrod. Den
sidste skaffer man sig ved at skjare en stor gulrod op i stykker
paa 5 X 3 ctm.s flade, 1 ctm. tykkelse og opbevare disse i rigelig
70 %o alkohol. Efter etpar uger har de opnaaet en passelig seig
konsistens og staar da altid ferdig til brug.

I et stykke af den hardede lever eller gulrod udskjeres
med en liden kniv en fordybning saa vidt stor, at preeparatet
passer deri. Et andet stykke leegges over og man begynder at
skjaere fra kanten, saa at man selvfplgelic ogsaa faar snit af
indleiringsmaterialet med.

Hyldemarv kan kun bruges, naar Fig. 57.
den er vel 1 ctm. tyk. Et omtrent 3—4
ctm. langt stykke kloves forsigtig efter
leengden med en skarp kniv. I den blade,

torre marv trykkes med en pincet eller
lignende en hulning, svarende til prapa-
ratet. Dette leegges ind, den anden halvdel af marvstykket laegges
over og holdes fast med fingeren eller bindes med en traad.
Idet stykket nu fugtes med alkohol eller vand, sveller den
sammentrykkede marv ud og fastholder praparatet med et jevnt
elastisk tryk, der er mere skaansomt end det ved lever- og gul-
rodindklemningen udgvede fingertryk.

Ved al indklemning maa det paasees, at praeparatet paa
alle sider er fuldkomment omgivet af indklemningsmidlet, ellers

faar snittene let forrevne rande.
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Fastklebning.

Stundom kan praparatets form eller den forenskede snitretning, f. eks.
fladesnit gjennem en tarmvweg eller andre membranagtige veevsdele, gjore ind-
klemningen uanvendelig.

I mange tilfelde kan man da komme til maalet ved at faste gjen-
standen til et stykke kork, hyldemary eller lignende ved gummi, glycerin,
gelatin o, 1.

For tiden vil man vistnok i saadanne tilfelde heller anvende indstebning

af preeparatet, men leilighedsvis kan dog ogsaa fastkleebning komme til an-

é
vendelse.

Gummi arabicum,

En almindelig gummioplosning stryges passelig tykt over den glatte tveer-
ende af en vinkork. Praparatet trykkes ned i gummien, hvorpaa man lader det
torre en stund, og legger saa korken og stykket i go—96 %/ alkohol, hvori
gummien storkner til hvide faste masser. Da disse let kan skade en fin knivseg,
maa gummien ikke gaa hoit op over preparatets sider, og methoden egner sig
ikke for fladesnit, kun for sterre stykker. Ved anvendelse af noget tynd gummi-
oplosning blir den herdede gummi mindre farlig for kniven.

Farrants gummioplesning:

Gummi arabicum 4 dele

Vand 4 dele

Glycerin 2 dele,
blandes sammen, indtil gummien er oplest. Tilszttes lidt kamfer for holdbar-
hedens skyld.

Benyttes som ren gummioplosning, i England ogsaa meget til indstobning
og til indleiring af snit under daekglasset.

Glyceringelatin (glycerinlim).

Ren gelatine 50 gr. opklippes i smaastykker, tilsettes saa meget vand, at
dette saavidt dakker, staar saaledes i 2 timer, eller til gelatinen er opbladt,
Gelatinen smeltes forsigtig paa vandbad under tilsetning
r. ren karbolsyre (eller efter afkjolingen lidt
Blir halvfast, elastisk ved afkjeling. Op-
settes med bunden i veiret, saa

da vandet afhealdes.
af 50 gr. glycerin, samt 1—2 g
kamfer) for at forhindre mugning.
bevares ganske praktisk i en aaben skaal, der
stov ikke kommer til. Skal massen bruges, opvarmes den direkte over flammen,
dryppes paa korken og afkjoles, hvorpaa fuld fixation opnaaes i 96 %/ alkohol.
Blir da bruskagtig fast, generer ikke kniven, men bor fjernes af snittene ved at
disse et oieblik laegges i varmt vand, da de ellers bugter og kroller sig under

de senere processer.

Frysning.
Frysesnit kan kun gjores ved hjelp af dertil indrettede
frysemikrotomer (se nedenfor) og kun paa preeparater, som enten
er friske eller herdede i vandige oplgsninger, som Miillers

vaedske, formol o. 1. Vil man gjore frysesnit af alkoholprapa-




rater, maa disse forst laegges i vand 8—10 timer, saa al alkohol
er udtrukket.

Til frysning ber ikke anvendes stykker af mere end 1—2,
heist 3—4 mm.s tykkelse. Stykket anbringes paa mikrotomens
frysebord, mod hvis underflade der ved hjelp af en koutschouk-
ballon sendes en fin @therdusch. Ved aetherens fordampning
bindes saa megen varme, at stykket fryser til en fast masse,
der dog ikke bgr blive for haard. Konsistens som lidt fast
frugtis er bedst. Frysesnit af friske praeparater er gjerne lidt
tykke, neppe under 30 w., efter foregaaende heerdning kan de
faaes tyndere. Det ber og erindres, at dannelsen af iskrystaller
i vaevet kan fremkalde forrykkelser i de normale forhold.

Frysemethoden har sine fordele, hvor det gjelder hurtigt
at faa et oversigtssnit af friske veevsdele, f. eks. under en sek-
tion, medens denne endnu varer. Saadanne friske (ikke haerdede)
snit egner sig dog ikke til farvning.

Man kan derfor med fordel haerde stykkerne for frysningen,
man faar da bedre farvning og tyndere snit.

Plenge angiver folgende (allerede af Cullen antydede)
hensigtsmeessige frysemethode:

1) Tynde stykker — ikke over 1 mm. tyk — hardes '/a—1 time i 4 %o
formol.

2) Fryses og skjeeres.

3) Snittene laegges i 50 %o alkohol for at fjerne luftblererne.

Disse snit kan behandles med alle slags farvninger (ogsaa Weigerts og
Golgis nervefarvninger) og kan indleires i glycerin eller kanadabalsam,

Indstgbning.

Celloidin og paraffin.

Indstgbningen er den fuldkomneste maade at forberede ob-
jektet til skjeering. Den bestaar deri, at det hele objekt gjen-
nemtraenges af en oplest eller smeltet substans, som senere
stivner enten ved fordampning eller ved afkjoling og meddeler

objektet i dets hele masse en jevn fasthed.
7 — Gade: Mikroskopet,
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Indstgbning bruges derfor iseer, hvor man vil have meget
tynde, meget store eller jevne snit; desuden hvor objektet trods
hardning er af en meget blgd eller ujevn konsistens, let sender-
rives, er opfyldt af hulrum eller paa yderfladerne bedakket med
delikate vaevselementer, f. eks. epithelier, som vilde skades ved
klemningen i lever o. 1. De stigende fordringer til snittenes
egenskaber vil uden tvivl bevirke, at man efterhaanden indstgber
alle praparater. For de finere snit er denne forberedelse en
uafviselig nedvendighed.

Til indstgbning har vaeret anvendt et stort antal stoffe bl. a.
gummioplgsning, Farrants vaedske, glyceringelatine, @ghvide,
sebe osv. For tiden er der i mikroskopisk praksis kun tale om
to stoffe celloidin og paraffin.

Celloidinindleiring er anbefalet og methodisk ud-
arbeidet af Schiefferdecker. Celloidin er en i @ther og
absolut alkohol oplgst nitreret cellulose (skydebomuld), altsaa
en slags collodium, hvilket stof allerede for har veret anvendt
af Duval til indstebning.

Celloidin forekommer i handelen i plader (Scherings cel-
loidin) af opak, hvidgul farve og brusklignende konsistens.
Disse plader indeholder endel alkohol, ather og vand. Ved
indtgrkning blir de haarde som horn og ubrugelige, maa derfor
opbevares paa vel lukket glas, helst opskaaret i smaa spaan
eller levninger eller raspet til fint pulver (Apathy). Disse smaa
stykker kan gjerne torke ind, de giver da ved den senere op-
lgsning i atheralkohol endog en klarere vadske.

Ved tilsetning af =ther og absolut alkohol (betegnes ved
A + A) oplgses og sveller den faste celloidin. Der anvendes
gjerne to saadanne oplgsninger, en tyndere, der flyder om-
trent som ol. ricini, en tykkere af sirupskonsistens. Den sidste
. faaes ved at blande lige veaegtsdele celloidin, sther og alkohol
sammen og lade dette henstaa til fuldsteendig oplgsning.
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Indstobning i celloidin.

Preeparatet, der ikke ber vare mere end I ctm, i tvermaal, leegges 1 frisk
96 %o alkohol i 24 timer.

Overflyttes i rigelig A 4 A i 24 timer, storre objekter maa ligge hen-
holdsvis 2 og flere dage heri for at fjerne ethvert spor af vand, der vil
hindre celloidinoplosningens indtreengen. Vaedsken bor da byttes daglig.
Mange objekter, f. eks. hele oine, ber forsynes med indsnit, forat vad-
sken kan treenge ind.

Tynd celloidin fra 24 timer til flere uger, efter objektets storrelse og
beskaffenhed. I almindelighed er ved smaa preparater 1 degn fuldt til-
strekkelig, men det maa erindres, at treenger ikke celloidinen gjennem
hele objektet, vil snittene blive ujevne og tildels ubrugelige.

Swmttes paa kork, (tre eller metal). Smaa objekter fwxstes uden videre
paa den glatte ende af et stykke kork ved hjelp af lidt tyk celloidin,
som ogsaa haldes over praeparatet. Stykket maa swttes i den for skje-
ringen heldigste stilling, maa ofte forelobig stottes med knappenaale o. 1.
for celloidinen er storknet. Istedetfor kork kan fordelagtigt ogsaa fir-
kantede treestykker med nogle faa kvadratcentimeters overflade anvendes.

Det er ofte hensigtsmeessigt at omgive serlig lange, tynde gjenstande,
f. eks. nerver, med en storre celloidinmasse. Korken omvikles da med en
kant af papir, og den derved fremkomne fordybning
fyldes med celloidinoplesning.

Baade lufttorring og heerdning i alkohol (punkt 5)
tager da lwengere tid. Papiret maa fjernes for skje-
ringen. Henszttes nogle minuter i luften, til celloi-
dinen er saavidt storknet, at korken kan vendes,
uden at det falder af,

Storre objekter, f. eks. et helt oie, kraever en
langsommere og mere omhyggelig fordampning af
A -+ A, dersom snitkonsistensen skal blive jevu.
Det er da hensigtsmessigt at haelde celloidinen med
preeparatet ned i en vidhalset aaben glasskaal, en
cafskjering», som dekkes med etpar objektglas,

saaledes, at der mellem dem blir en aabning, igjen-
nem hvilken atheralkoholen langsomt kan fordampe.
Naar celloidinen er bleven omtrent geléhaard, efter 1 eller flere dage,
lpsnes den forsigtig fra glassets rande med en kniv eller der skjeres ud
stykker, forat fordampningen skal kunne gaa lettere for sig i dybden.
Naar fingeren ikke lengere sewtter meerker i celloidinen, er den rette kon-
sistens naaet.
Heardes i alkohol 8090 De paa kork satte mindre stykker leg-
ges straks i 8o %o alkohol i lukket glas, hvor de efter 4—6 timer antager
en for skjeeringen passende brusklignende konsistens. 1 varmeskab
30—37° C. er ca. I times henstand nok.

De storre stykker overheldes i sin skaal med 80 %o alkohol,
heerdes i lobet af et par dage til snitkonsistens.
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Saaledes indstebte preeparater kan opbevares i lange tider i 80 %o
alkohol ferdige til skjeering, Preparater paa kork ber dog ikke ligge
for lenge, da den ved alkoholen af korken udtrukne garversyre er skade-
lig for den senere farvning af preparatet. Er preeparaterne festet paa
traestykker, kan disse signeres med blyant paa undersiden.

Ganske som celloidin kan ogsaa anvendes photoxylin, ligeledes
nitrocellulose, nitreret bomuld. Det ser ud som almindeligt bomuld, er
temmelig explosibelt, hvorfor det bor opbevares beskyttet mod varme,
slag og sted, helst i fugtig tilstand (tilsat lidt vand paa krukken), da det
i saa fald er mindre farligt,

Oploses i A + A til en sirupstyk masse, anvendes ganske som
celloidin.

Celloidinindleiring gjor udmerket tjeneste overalt, hvor ikke de
fineste snit udkreves, dog kan der opnaaes celloidinsnit ned til 5 M.

Celloidinen er swrlig egnet for store snit, ligesom de fleste histologiske
farveprocesser lader sig udfere, uden at celloidinen behover at fjernes af snittene
(carmin, heemotoxylin, fibrinfarvning, tuberkelfarvning).

Celloidinen antager ved heerdning i kloroform et melket udseende og blir
ugjennemsigtig, saa man ikke let kan orientere sig angaaende preeparatets stil-
ling; ved thymianolje, karbolsyre, bergamotolje opklares den.

Skjering af celloidinsnit udfores ved mikrotom. Kniven stilles da saa
skraat som muligt, holdes godt vaedet med 70—80 %o alkohol, og snittene tages
af kniven med en bled alkoholfugtet pensel: kan opbevares paa 8o %o alkohol.

Paraffinindleiring

er forst angivet af Klebs.

Hertil benyttes de i handelen forekommende paraffiner med
smeltepunkt fra 35—58° C.

Man udvealger eller laver sig ved blanding en paraffin
af den mest passende haardhed.

Lee anbefaler ikke at bruge paraffiner med hgiere smelte-
punkt end 48° C., naar varelsets temperatur er 22° C. Hyvis
varelsetemperaturen er saa hei, at haardere paraffin forngdiges,
bgr man heller udsatte arbeidet.

Stohr foretreekker til de fleste formaal en paraffin, der
smelter ved ca. 50° C. og som tilberedes ved under opvarmning
at blande 30 gr. paraffin smp. 45° C. med 25 gr. paraffin smp.
52° C. — Denne passer til en stuetemperatur af 20° C.
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Til mange formaal er ogsaa en haardere paraffin, smp. 52° C.,
hensigtsmeessig.

Forgvrigt maa paraffinens haardhed (smeltepunkt) varieres
efter objektets haardhed, snittenes forgnskede finhed og den om-
givende lufts temperatur (jo haardere objekt, finere snit og sterre
varme, desto haardere paraffin). Den rigtige hensyntagen til alle
disse momenter leres kun ved gvelse.

Den frisk fabrikerede, let blaalige paraffin har tilbgielighed
til at krystallisere og er derfor mindre hensigtsmaessig til ind-
stobning. Aldre, aflagret paraffin, der antager let rosafarve, er
mere homogen og ber foretraekkes. (Lee).

Tilbgieligheden til krystallisation svinder, naar paraffinen
opvarmes og holdes flydende i flere timer. Dens smeltepunkt
stiger imidlertid da gjerne et par grader.

Paraffinindleiringen egner sig bedst for smaa objekter paa
op til 34 ctm. i tvaermaal, men tillader under gunstige forhold
overordentlig fine snit (5—2 u). Seerlig egnet for «seriesnits.
Steorre snit skjeres ikke saa godt som i celloidin, der er
seigere. Farvningen maa enten vere udfert paa forhaand gjen-
nem hele praeparatet (farvning «en bloc»), eller den kan fore-
tages paa objektglasset, efterat paraffinen er fjernet.

Indstgbning i paraffin.

Preeparatet deshydreres noiagtigt i absolut alkohol, efter storrelsen paa
3—4 timer til flere dage; ombytte af alkohol.

Legges i et paraffin oplesende stof, f. eks. kloroform, xylol, cederolje i 24
timer. Leegges i smeltet paraffin ca. 50° C. i 1—12 timer. Ved for hoie tem-
peraturer skrumper preeparatet. Paraffinen kan ophedes paa vandbad, men ber
ikke udsattes for indvirkning af vanddamp. Bedst foregaar indsmeltningen ved
hjelp af den af Mayer konstruerede «Neapelerovn» med automatisk temperatur-
regulering, men i ngdsfald kan man ogsaa bruge en almindelig natlampe med
fedolje, hvor varmen reguleres ved at variere karrets hoide over flammen. Naar
paraffinen er treengt grundigt gjennem preeparatet, heldes dette og en del af
den flydende paraffin i en liden stobeform, der enten kan laves af sammenfoldet,
lidt tykt papir eller af to vinkelbgiede metalstykker, der settes paa heikant paa
en lidt opvarmet glasplade (se fig. 60). Prweparatet orienteres hurtigt,
medens paraffinen endnu er flydende og gjennemsigtig, ved hjzlp af opvarmede




Paraffinovn, «Neapelerovn>.

naale, hvorpaa en hurtig sterknen af paraffinen bevirkes enten ved at legge
blokken i koldt vand eller paa is (sne). Ved hurtig afkjeling blir massen mer
homogen, medens langsom afkjoling begunstiger en krystallinsk beskaffenhed a
massen, der er uheldig for skjeringen.

Efter de forskjellige stoffe, som bruges, kan man gaa frem paa forskjellige

it

maader,
a. 1. Deshydrering i absolut alkohol
12—48 timer.

2. Overfores i kloroform, indtil ” "
il
| 'm

stykket heri synker tilbunds, eller

xylol 24 timer.
Kloroform-paraffin lige dele,

w

indtil det heri synker tilbunds,

P

I

I—12 timer, efter preeparatets beskaffenhed.

eller i xylol-paraffin.
4. Smeltet ren paraffin, 50—56°C,,

5. Indstebning.

b. 1. Deshydrering i alkohol.
2, Overfores i cederolje f. eks. i et reagensglas, indtil det heri synker til-
bunds,
3. Smeltet ren paraffin, som ovenfor.
4. Indstebning.
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For at forene baade celloidin- og paraffinindleiringens for-
dele, paa den ene side store, elastiske og let tingerbare, paa den
anden side ogsaa tynde snit, har man kombineret begge ind-
stebningsmethoder.

En saadan kombination er

Kultschizskys celloidin-paraffinindleiring.

Stykkerne deshydreres i A -4 A.

Celloidin 24 timer.

Gjennemtraekkes med ol. origani (Ryder anbefaler kloroform).
Ol. origani + paraffin (40° C. smp. ).

Paraffin, — stobes.

SRR B

Saaledes indstebte stykker holder sig godt i ter tilstand, giver fine tynde
snit uden udfaldende smaapartier.

Kultschizskys methode er noget omstendelig, og paraffinen
har vanskeligt for at treenge jevnt gjennem hele blokken.

Som en forbedring i begge henseender angives

Field og Martins paraffin-celloidin-indleiring.

1. Stykket deshydreres i absolut alkohol,

2. legges 4—5 timer i toluol. -} abs. alk., lige dele,

3. legges 24 timer® i en paraffin-celloidinblanding tilberedt
paa fglgende maade:

Steerkt terret celloidin gjennemfugtes med toluol., over-
heldes derpaa langsomt med en blanding toluol. 4~ abs.
alk. lige dele. Celloidinen oplgses heri til syrupskon-
sistens. I denne celloidinsyrup oplgses igjen smaa stykker
paraffin ad gangen til koncentration, vadsken bgr tilslut
opvarmes forsigtigt (!) for at paaskynde oplesningen.

4. Fra paraffin-celloidinoplgsningen bringes stykket
enten
i en mattet kloroform-paraffinoplgsning, hvorefter der
fortsaettes som vanlig ved paraffinindleiring,

* Field og Martins originalmeddelelser indeholder her ingen tids-
angivelse.
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ellier
det legges i en liden krukke, saavidt dekket af paraffin-
celloidinoplgsningen, hvortil der nu under opvarmning
(forsigtig!) tilsettes gradvis smaa stykker paraffin, til
vaeedsken nasten ganske bestaar heraf.
5. Behandles som paraffinsnit, dog maa nellikolje og andre
stoffe, der indvirker paa celloidin, undgaaes.
Methoden er opfundet for undersogelse af tykskallede in-
sekter. Turde egne sig specielt for neglesnit.

Skjaring.

De mikroskopiske snit udferes enten paa frihaand eller med
mikrotom.

Den forste betingelse for gode tynde snit er en god skarp
kniv. Kniven maa derfor behandles omhyggeligt, aldrig bruges
til andet end de fine mikroskopiske snit, specielt ikke til haarde
bruskede eller benede ting, og naturligvis ikke udsattes for ind-
virkning af syrer eller kemikalier eller voldelig overlast. Den
afstryges for og efter hver gangs brug paa en god strygerem
(Zimmer’s) med haardt underlag. Det er en nydelse at skjare
med en god kniv, en lidelse med en slet.

Til frihaandsskjaering benyttes helst en bredbladet
kniv af form omtrent som en barberkniv men med plan under-
flade.

En almindelig barberkniv kan dog ogsaa bruges.

Kniven maa under skjeringen stadig holdes fugtet med
alkohol (eller vand), saa snittene flyder op heri.

Praeparatet holdes mellem venstre haands tommel- og pege-
finger, mod hvilken sidste knivens underflade finder stotte.
Snittene udferes ved en jevn, dragende beveagelse af kniven,
saa at saa lang en straekning som muligt af eggen kommer til
anvendelse. Kniven maa trakkes, ikke trykkes eller sages gjen-

nem praeparatet.
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Der skal en del gvelse til at gjgre gode, jevne, tynde snit
paa fri haand. Man maa gve sig op paa ganske smaa, vel-
hardede objekter og forst, naar dette lykkes godt, da gaa over
til storre. Men enhver mikroskopiker bgr vaere istand til at
levere brugbare snit med barberkniven baade for i en fart at
kunne skaffe sig oversigtssnit og for ikke at veere afhangig af
mikrotomer i alle tilfelde. Med nogen ihardighed kommer
man snart saa vidt, ingen maa tabe modet paa grund af lere-
tidens skuffelser.

Er preparatets forskjellige dele af ulig haardhed, f. eks.
corion og epidermis i huden, bgr det holdes saaledes, at kniven
forst gaar gjennem det bledere parti (corion) og tager det haar-
deste til slut.

Snittene maa som regel vaere temmelig tynde, dog vil natur-
ligvis snittykkelsen altid maatte variere efter objektets natur og
undersggelsens formaal. At undersgge nerveforgreningernes for-
lgb i tynde snit vil lige saa lidt fore til noget resultat som at
soge efter celleformer i tykke snit,

For begynderen vil dog snittene fra forst af gjerne blive
for tykke og ujevne. Man skjare kun videre med taalmodighed,
indtil man med en gang faar det forngdne lag i haanden, og de
forste prasentable snit overrasker en. Hold da ikke op, men
benyt oieblikket og skjer videre — man kan da faa en liden
serie gode snit med en gang. Det er for den senere behand-
lings skyld iser for begynderen godt at have en del snit i
reserve.

Snittene tages forsigtic af kniven med en pensel eller en
naal (skaan knivseggen!) og legges straks i en liden skaal med
vand eller i regelen alkohol (70—80 %b).

Mikrotomer.

De fordringer, som nutidens undersggelser stiller til de
mikroskopiske snits tyndhed, udstrakning, regelmaessighed og
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ubrudte raekkefolge, kan dog selv ikke den betydeligste gvelse og
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