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Historie mikroskopu

1590 — otec a syn Jansenovi (Holandsko)

1665 — ;? Hooke, slozeny mikroskop, L. Pasteur (kvasinky) / R. Koch (TBC,
cholera

1670 — A. van Leeuwenhoek (Holandsko)
1847 — C. Zeiss, 1. vyrobce

1873 — ném. fyzik Abbe (teorie opt. pristroju), 1931 — ném. fyzik E. Ruska, elektr.
mikroskop
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M i krOS kO p i e Svételny mikroskop

(az 1000x vice)

RozliSovaci schopnost oka je 0,2 mm.

Svételna mikroskopie rozlisuje 0,2 pym.

Elektronova mikroskopie (1-0,2 nm). Elektronovy mikroskop (a?
1000000x vice)
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Jaky typ pozorovaciho zarizeni pouzit
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VIrus bakterie bunky sekundarni oocyt
(20-250 nm) (1-5 um) (7-20 um) (100-250 um)
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Optika
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Obr. 1:
Rozsahy vlnovych délek riznych elektromagnetickych zdfeni a barev svétla

Svétlo = uzka oblast elektromagnetického zareni viditelna okem (vinéni, 300 tis.km/s)

Vinova délka (definuje ruzné druhy elektromagnetického vinéni/zareni)

- 380-780 nm (bilé/polychromatické svétlo)

- barva: 380nm fialova, 450nm modra, 500nm zelena, 550nm zluta, 600nm oranz., od 650nm

cervena

Viny kratsi - UV, RTG, y

Viny delsi - IR, radiové viny
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O ptl ka Obr. 1:
Rozsahy vlnovych délek rGznych elektromagnetickych zdfeni a barev svétla

Dle specialni teorie relativity je intenzita svéetla umeéerna amplitudé vinoveé
délky svétla.

Rozhrani 2 prostredi

Odraz: uhel dopadu=uhlu odrazu, ve stejné rovine

Lom: vychyleni ke kolmici dopadu (do prostredi hustsiho od kolmice dopadu) (do
prostfedi fid$iho) Index lomu N (opt. hustota vzduch 1,0 - voda 1,33 - sklo 1,46 —

olej 1,5 — diamant 2,42
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rozhrani optickych prostfedi

; paprsek cerveného svétla
paprsek fialového svétla

Optika

—y1

Disperze (rozklad) - zavislost indexu lomu na vinové délce. oo %,
Bilé svétlo se hranolem rozlozi dle vin. délky na jednotlivé barvy (duha). v

Interference (skladani) & -

Rozdéleni a nasledné spojeni 2 svételnych toku.
Dle synchronizace je faze vinéni stejna n. posunuta a intenzita +vysSi nebo — nizsi, ale ,viny se Z%Zg

nerozchazeji“
j /\
Nt

8 Klinika (ustav) Fakultni nemocnice Brno a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
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D zdraveé kratkozrakeé dalekozrakeé

] otni bulva v normalnim stavu ofni bulva je prodlouzena otni bulva je zkracena
O p tl ka obraz dopadi na sitnici obraz dopada pred sitnici obraz dopada za sitnici
Cocky Vady optickych soustav
tvar: vypukly/konvexni, spojky - svazek Chromaticka(barevna) — rlizny lom dle vin.délk
sbihavy svétla, vada polohy a velikosti
vyduty/konkavni, rozptylky - sv. Sféricka (kulova) — ruzny lom s kfivosti €., bod:
rozbihavy ’ prekryvajici se kruhy, nezretelné

opt. stfed O s osou, hl.rovina (kolma na osu) ta;?rznﬁ::iceka — paprsky dopad. sikmo se neprotin

.ohnisko F predni-obrazove, F' zadni- Viyklenuti — pfimka z boku= oblouk, nelze dobfe
predmet. zaostfit

‘Hranoly brousgn& ey rieF HIgoseraceheidigke fakulty Masarykovy univerzity
paprsku
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Lupa

. Zorny uhel pri sledovani Zorny uhel pri sledovani
Cocky e ’ G G
predmetu bez lupy predmeétu s lupou

Nejjednodussi optické zarizeni
1 nebo vice CoCek (nejCasteji 1 spojka = nejjednodussi)
Zvétsuji zorny uhel

Obraz: neskuteCny zvétSeny a primy

Zvétseni 5 — 12x (spec. az 30x)

10 Klinika (ustav) Fakultni nemocnice Brno a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity



Objektiv
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Obraz vznikly po
zobrazeni objektivem

a Obraz vznikly po

7nhrazeni nkillaram

Mikroskop

2 optické Casti (nékolik CoCek) na spoleCné ose
Objektiv — hlavni, tvofi obraz pfedmétu

skuteCny zvétseny a prevraceny

celni CoCka, pouzdro se zavitem (revolver.ménic) Okular
Okular — lupa

zvétSuje obraz bez dalSich detail( 5-25x

vhodné koriguje optické vady CoCek objektivu

11 Klinika (ustav) Fakultni nemocnice Brno a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
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Vlastnosti objektivu

Ohniskova vzdalenost: 1,5(silné) - 20mm(slabé)
ZvétsSeni = 250/ohnisk.vzdal. (max.150x)
Svételnost — urCuje otvorovy uhel(2krajni paprsky) a

Index lomu prostredi: sklicko-vzduch n. Iépe imerze
(voda, olej)

Numericka apertura = vztah mezi otvor. uhlem a
lomivosti, ¢im je vySSi, tim lepSi rozliS. schopnost (0,9
vzduch, 1,5 olej)

Penetracni (hloubkova) ostrost = zobrazeni poctu
rovinnych vrstev preparatu, nutnost proostrovani

12 Klinika (ustav) Fakultni nemocnice Brno a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
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Mikroskop — dalsi casti
ma[ﬁ-trirjkﬁ@\denzor (CoCky k soustfedéni

paprsku), clony (irisova), ev. zrcatko

Mechanické Casti stativ, tubus — spojuje objektiv (dole) a

okular, posun pomoci makro- a mikrometr. Sroub, vetsSinou
binokularni (2 okulary) s oéni korekci, stolek s otvorem

a 2 pruzinkami n. kfizovym vodiCem preparatu

13 Klinika (ustav) Fakultni nemocnice Brno a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
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Mikroskop — typy

Bézny — metoda svetlého pole v prochazejicim svétle
(rovnhobézné s osou), idealni pro barevné preparaty

Zastinovy — metoda temného pole, paprsky Sikmée,
odrazeji se od preparatu (vyrazné zvysi kontrast — vhodné
pro Ciré nativni preparaty)

Stereomikr.(preparacni) — 2 mikroskopy s osami v
ostrém uhlu, kazdy z jiné strany, hranoly obraceji obraz
na primy, plasticky

Diskuzni n. srovnavaci - pro 2 osoby

14 Klinika (ustav) Fakultni nemocnice Brno a Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
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Dalsi podkategorie mikrosk

Fazovy kontrast — na fazové desticce v obrazové
roviné objektivu se ohybem paprsku vyvola zména
faze

pouziti: zvyraznéni detailt (obrysu) nativnich
preparatu

PolarizaCni — kombinace s polarimetrem, pridany 2
polarizacni nikoly (polarizator u svétel.zdroje, analyzator
za objektivem), otoCny stolek s preparatem, 2-lomné
struktury stridave zafri a zhasinaji — pouziti: mineralogie
(dfive polarimetr — anal. AMK)

1? luorescencn ir&'H@!E&'@%@%M%&J&H% QQOQP&Q{&g}aHM_Masarykovy univerzity

zareni vydavaji barevne viditelné zareni, prirodni n. po
navazani fluorochromu — pouziti: imunocvtochemie
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Dalsi podkategorie mikrosk

Ultrafialovy — vySSi rozlis. schopnost UV svétla, optika
kfemenna, zaznam foto

InfraCerveny — snadnéji pronika silnymi preparaty,
zaznam foto

Elektronovy — misto svétla(fotonu) je tok elektronu ve
vakuu, misto optickych jsou CoCky elektromagneticke,
magnet. pole pusobi jako lom- draha elektronu po spirale,
zvetSeni az 1milion

TEM (transmisni)- elektrony pfimo prostupuji tenkym
fezem (nm) a jsou detekovany (vnitfni struktury, atomy)

REM, SEM (rastr, scan)- povrch vzorku rastrovan
18\|/akztkerr1 elektrand (delekeaniNalnR Ry ehoSe kiR fakulty Masarykovy univerzity
elektronu
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Mikroskopicke preparaty

Nativni — fyziologické médium prirozené (serum, moc, likvor) n. umélé
(fyziolog.roztok)
Vitalni barveni — b. bazicka (metyl.modf), kysela (trypanova modr), ostatni (Sudan)

Trvalé preparaty
fixace: fyzikalni (teplo), chemicka (formol.pary, kys.octova, formalin, etanol)
Zpracovani: uzaviraci media, natery, rezy
barveni (selektivni zvyrazneni): dle Grama, May-Grunwalda a Giemsy,
Pappenheima
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Vysetreni likvoru

Nativni — pocCet elementu

Vitalni barveni — pocCet jadernych
elementu

Trvaly preparat — dif. rozpocCet
jadernych bunék leukocytu
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Vysetreni kostni drenée Cytologicky.. ...

+ specialni cytochemicka barveni
(napf. PAS, POX) u akutni leukemie



Vysetreni
kostni
drene
histologicky

+ imunohistochemie
(protilatky proti receptorim
znacena fluorescencni
znackou/barvou)
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Prutokova cytometrie — rozdéleni
diferencialniho rozpocdtu.

Zlaty standard rutinni hematologie
(vysetreni krevniho obrazu).

Digitalni mikroskopie...




