Svetelna mikroskopie a kontrastni metody

Odjakziva chtéli lidé vidét véci mnohem mensi, nez mohli vnimat pouhym okem



ubjektiv

Hans a Zacharias Janssenovi

QO : : 3 : okular

Prvni slozeny mikroskop
zvétsSoval 3x pfi zatazeni tubusu a 9x
pri max. roztazeni, méril 1,2 m

1590 - Holandsky vyrobce bryli Hans Janssen se
svym synem Zachariasem Janssenem
udajne poprve zkonstruovali mikroskop
slozeny z vice coCek. O vynalezu existuje
pouze zaznam z pozdejsi doby v dilech
spisovatell Pierre Borela (1620-1671)
a Willema Boreela (1591-1668).



1609 Galileo Galilei (1564-1642)

zkonstruoval prvni mikroskop

slozeny ze spojky a rozptylky,

nazval ho occhiolino ,

s

Fig.

1619 Cornelius Drebbel (1572-1633)
predved| v Londyne mikroskop zalozeny
na dvou spojnych cockach. Nakres
mikroskopu se zachoval na zadni strane
Drebbelova dopisu krali Jamesovi |.

_Galile-::-
Microscope



1625
Giovanni Faber z Bambergu (1574 -1629)

pouziva poprveé slovo mikroskop odvozené
od slova teleskop

Recky Micron = maly a scopos = cil
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Antony van Leeuwenhoek

(1632 - 1723)
Jednoduchy mikroskop (1660, 1674)

Konvexni sklenéna CoCka byla pripevnéna
do kovoveého drzaku a byla zaostrovana
pomoci Sroubu.

drzak vzorku

V\
zaostrovaci
sSroub




Mikroskopy 17. stoleti

English Tripod

Microcope
i Guiseppe Campani by .!nhn Yarwell
s|isdli:19pﬁod Turned Ivory Monocular (circa 1680s)
Microscope Microscope
(circa 1640s) (circa 1662)

Depovilly
Simple Microscope
(circa 1686)

Bonanni's
Horizontal
Microscope
icirca 1690s)

Simple Italian
Microscope
(circa 1686)



Mikroskopy 18. stoleti

Simple Monocular
Hand-Held
Microscope

(circa before 1738)

Bone "Flea"
Microscope -
(circa early 1700s)

Culpeper's ﬁ,?/k .

Microscope SRy

(circa 1730)
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King George Il
Silver Microscope

William Robertson’s by
Culpeper-Style George Adams
Microscope (circa 1761)

(circa 1749)



Vincent Chevalier's
Achromatic Microscope Carl Zeiss
(Ech sl s00w) Simple Dissecting
Microscope
(circa 1865)

Lister's
Achromatic
Microscope
(circa 18286)

Thomas Winter
Exhibition
Microscope
(circa 1810)

B
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William and Samuel Jones A
Simple Botanical -
Microscope
(circa 1801-1825)

Ernst Leitz
Compound
Binocular
Microscope
(circa 1899)



(circa early 1900s)

Pl dirly Mikroskopy 20.stoleti

Zeiss
. Laborato
Leitz Microscogz
Photomicrographic (circa 1930)
Apparatus
(circa 1910)

Bausch & Lomb
StereoZoom
(circa 1959)

The Olympus
Provis AX-70
(circa 1998)

Bausch & Lomb
Fluorescence Microscope

(circa 1929) Nikon Diaphot

Inverted Tissue
Culture Microscope
(circa 1985)



Svetelny mikroskop - zakladni pracovni nastroj

Cil mikroskopie:
* Zvetsit obraz

* rozlisit detaily v obraze

Jednoduchy mikroskop Slozeny mikroskop

jedna Cocka nebo jeden systém CocCek vice ¢ocek nebo vice systémU ¢ocek
(lupa)




Okuldr (pevné zvétieni 10x)

Stupnice vzdalenosti okuldrli
Upeviiovacl Sroub tubusu

Lupa o AikrosKo g =

pro zaostfovén(
Stativ CX31RBSF

Krouzek dioptrické ‘

Sklada se z jedné Cocky renworr S @FIH DTS
nebo z jediného systemu
cocek

Yol | ery| umoznuje
velkeFefsenilkroskopickych

Drzék prepardtu Prepravnf pojistkal

Olympus CX31 ™ dsjranene vady
ﬂ; >4 d',, zorneho pole,
Pd&ka apenu/ __bp, ‘i)" h\ | koletko -
— inteyzity svétla
— Peugmtickgyvada.. ..
= \i'lu:‘ e

N
“ Koleéko mikroposuvu
Koletko makroposuvu

Slozeni mikroskopu couto ponclony - . —

Kole&ko posuvu v 088 Y

Objimka pro filtry
(o priimaru 45 mm)

1. Cast mechanicka: stativ, noha stativu, tubus, revolverovy menic
objektivu, stolek, makroSroub, mikroSroub

2. Cast osvétlovaci: zdroj svétla, zrcatko, polni clona, kondenzor,
irisova clona, objimka filtru

3. Cast opticka: objektivy, okulary



1. Cast mechanicka

Stativ

Noha stativu

Tubus - spojuje okular a objektiv
Mechanicka (opticka) délka tubusu - vzdalenost mezi hornim a
dolnim koncem tubusu, méni se vzajemnym posunem dvou na sebe

nasunutych ¢asti, dana vyrobcem (160 - 170 mm) a je nutno ji
dodrzovat - objektivy a okulary konstrukéné prizptsobeny

- nekonecéna délka tubusu (vkladani modull), 0O
- monokularni primy, Sikmy, binokularni, trinokularni
Revolverovy méni¢ objektivu
Stolek - pohyblivy; s kfizovym vodiCem preparatu, ktery se ovlada
dvéma Srouby
Makrosroub - pro hrubé ostreni
Mikrosroub - pro jemné doostrovani



2. Cast osvétlovaci

Pozorovani ve svétle prochazejicim x dopadajicim

Zdroj svétla - lampa v noze stativu s kolektorovou CocCkou (fixné
sefizena), kolektor spolu se zrcatkem soustieduje svétlo do
kondenzoru

Polni clona - pouziva se pfi malém zvétSeni, viz prace s mikroskopem

Irisova clona (aperturni) - reguluje mnozstvi svétla prichazejiciho do
mikroskopu, stupnice, podle které se nastavuje numericka apertura
kondenzoru

Kondenzor - 2-3 spojky, objimka; soustreduje paprsky pro dokonalé
osvetleni zorného pole,opticka osa osvétlovaci soustavy musi
prochazet stredem kondenzoru
Numericka apertura kondenzoru ma byt vzdy mensi nez numerick
apertura objektivu (70-80%)

Filtry - modry, Sedy



3. Cast opticka - docky

COCKY
Pruhledné téleso omezené vypuklymi (konvexnimi) a vydutymi
(konkavnimi) plochami

Z funk€niho hlediska rozliSujeme: spojky a rozptylky



3. Cast opticka - ocky

Hlavni vady ¢ocek:
Vada barevna (chromaticka)
Vada kulova (sféricka)
Vyklenuti zorného pole

K odstranéni uvedenych vad se pouzivaji co€kové multiplety (dublety, triplety,
...), tj. nékolik €¢o€ek spojenych dohromady. Tyto ¢o€ky jsou vytvorené ze
specialnich materiali a maji urcité poloméry krivosti optickych ploch, ¢imz
vznikaji takové zobrazovaci vady, které se v multipletu vzajemné
vykompenzuji. Je dobré si uvédomit, ze danou optickou mohutnost ¢ocky lze
dosahnout riiznou volbou poloméru krivosti optickych ploch.



Barevna vada neboli chromaticka aberace

je vada, ktera souvisi s tim, ze ohniskova vzdalenost CoCky
zavisi na indexu lomu a ten se meni podle barvy pouzitého
svetla (tedy podle vinové délky). Bilé svétlo je vSak slozeno
z ruznych vinovych délek a kazda jeho slozka (tzn. kazda
barva) se pfi pruchodu c¢oCkou lame trochu jinak. PFi
pruchodu ¢oCkou s barevnou vadou tedy dochazi k rozkladu
svetla.

V dusledku této vady je obrazem bodu bod uréité barvy,
ktery je obklopen mezikruzimi jinych barev.

Chromatickou vadu Ize alespon ¢astecné odstranit vhodnou
kombinaci spojnych a rozptylnych CoCek, coz se nazyva
achromatizaci optické soustavy. @ Achromatizovanou
soustavu nazyvame achromat.

Barevna vada spojné ¢ocky



Kulova vada

Sfericka (téz kulova nebo otvorova) vada vznika tehdy, pokud
na CoCku dopada Siroky svazek paprsku, pficemz paraxialni
paprsky se za CcoCkou setkavaji v jiném bode nez okrajové paprsky
Sirokeho svazku.

Tato vada zpusobuje, Zze obrazem bodu neni bod, ale rozmazana
kruhova ploska.

Tuto vadu Ize také Ccastecné kompenzovat kombinaci CocCek.




Zklenuti obrazu

Zklenuti (sklenuti) zorného pole je vada, ktera spociva ve skuteCnosti,
ze body lezici v rovine kolmé k optické ose se nezobrazuji v rovine
kolmeé k ose, ale na zakrivené plose. V roviné kolme k optické ose tak
nelze ziskat obraz, ktery by byl v celem rozsahu stejné ostry. Tato vada
souvisi s astigmatismem a byva u anastigmatu odstranéna soucasné s
astigmatismem.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Cocka_vada_zklenuti.svg

3. Cast opticka - objektiv

LwatSen| I

/ Ornadeni oiyakiivu

ekt i koncdna
Dbalktiv 5 korekoi na RE | Wumarickd apertara

Baravny preh Tioudtka kryeho skiitka

Barevné oznaceni objektivi — 4x cervena, 10x , 20x zelena,

40x tmavé modra, 100x ¢erna



3. Cast opticka - objektiv

Vytvari zvetSeny prevraceny a skutecCny obraz predmetu
Cim je kratsi ohniskova vzdalenost objektivu, tim je vetsi zvetsSeni.

ZvétSeni objektivu - je vyznaceno (10x, 20x, 30x); da se vypocitat z ohniskové
vzdalenosti podle vzorce

Z=250/f1 250mm je tzv. normalni zrakova délka

Numericka apertura (A) - vyjadfuje vztah mezi otvorovym uhlem (Uhel, ktery sviraji dva

nejkrajnéjSi paprsky, které se jesté dostanou do otvoru objektivu) a lomivosti
prostredi

objektiv A=N *sin a/2 a - otvorovy uhel

a N - index lomu prostredi mezi
objektivem a preparatem

preparat



L& 4

objektivu

RozliSovaci schopnost: Schopnost rozlisit dva body, tzn. Ze vyjadruje
minimalni vzdalenost dvou objektu tak, aby byly vnimany jako dva
jednotlive objekty

Hloubka ostrosti: Hloubka obrazu, v niz bude zaostreny obraz
rovnomerne ostry. Hloubka ostrosti se zvetSuje se zaviranim aperturni
clony. S rostouci numerickou aperturou objektivu hloubka ostrosti klesa

Cislo pole: Ciselna hodnota, ktera ovliviiuje velikost zorného pole

Pramér zorného pole: Skute€ny prumér pozorovaného pole v
milimetrech

Celkoveé zvétSeni: Soucin zvétSeni objektivu a zvétSeni okularu



3. Cast opticka - objektiv

Typy objektivu

Achromaty - jednoduché, slozené ze 2 az 6 CoCek; je u nich
korigovana chromaticka vada, a to pro zlutou az zelenou oblast
spektra

Apochromaty - korekce barevné vady pro tfi zakladni barvy spekitra,
vyS$Si numericka apertura a lepSi rozliSeni detaild

Planachromaty - barevné korigovany jako achromaty a korigovano i
vyklenuti zorného pole (mikrofotografie)

Planapochromaty - zcela odstranéno vyklenuti zorného pole i
chromaticka vada, patfi k nejlepSim a nejdrazsim objektivim

Fluoritové objektivy - z fluoritového skla (vynikajici optické
vlastnosti), dobre propousti UV zareni, vhodné pro fluorescenci ale
| pro pozorovani ve svétlem poli



3. Cast opticka - objektiv

Suché objektivy - mezi objektivem a krycim sklem je vzduch

Imerzni objektivy - imerzni olej (mezi objektiv a kryci sklo, mezi predni
CoCku kondenzoru a podlozni sklo)
NA >1



Homogenni imerzni system

Vyznam pouziti imerze

Frontalni ¢ocka

objektivu .
Imerzni olej
Kryci sklo
objekt Uz’a\(|raC|
médium

Imerzni

Frontalni olej

¢ocka
kondenzoru

Imerzni média index lomu

material Index lomu
vzduch 1,0003
voda 1,333
glycerin 1,4695
Parafinovy olej 1,480
Cedrovy olej 1,515
Synteticky olej 1,515
anisol 1,5178
bromonaftalen 1,6585
metylenjodid 1,740




Objektivy pro praci bez kryciho skla - NCG (no cover
glass)-hematologie

Objektivy s korekci na tloust’ku kryciho skla - korekcni
prstenec

Objektivy s irisovou clonou - omezeni svételného toku
objektivem, vliv na hloubku ostrosti

Odpruzené objektivy - zamezeni mechanickému doteku
COCKy

Objektivy pro specialni pracovni postupy - napr.
fazovy kontrast, DIC



3. Cast opticka - okular
ZvétSuje obraz vytvoreny objektivem

ZvétSeni okularu je prazdné - nezobrazuje vice detailt, nez bylo zobrazeno
objektivem

Typy okulart

Huygenstv okular H - sklada se ze 2 Cocek, v kombinaci se slabymi objektivy (achromaty)

Ortoskopické okulary O - nezkresluji zorné pole, v kombinaci s objektivy achromatickymi a
planachromatickymi

Kompenzacni okulary K - kompenzuji chromatickou vadu objektivl, jsou uréeny pro praci s
apochromaty

Periplanatické okulary P - kompenzuji chromatické vady a ¢astecné i vyklenuti zorného pole,
v kombinaci s planachromatickymi objektivy

Pramér zorného pole (FN - field number) - 18 - 22 mm,
Sirokouhlé okulary (UW) - az 25 mm
Projektivy - okular pouzivany pfi mikrofotografii

Brill okulary - umoziuji pozorovani a kompenzaci pro dioptrické oko, dioptricka korekce,
manzety



uzitecneé zvetseni mikroskopu -

(minimalni - numericka apertura objektivu x 500)

maximalni - numericka apertura objektivu x 1000

objektiv 100x, NA 1,3 = okular 13x

= okular 6,5x

prazdné zvetseni



Délkova méreni mikroskopickych objektu

v horizontalni roviné, kolmé na optickou osu, se provadi
pomoci okularového a objektivového mikrometru.

Okularovy mikrometr

Okularovy mikrometr je sklenéna destiCka, opatfena méfici stupnici.
Mikrometricka stupnice se umistuje do roviny polni clony okularu, tj. do
predni ohniskove roviny ocCnice okularu, takze se nezobrazuje celym
mikroskopem, ale jen okularem.Nemeéri se jim tedy vlastni objekt, ale
jeho obraz, respektive meziobraz, vytvoreny v rovine clony. Aby se z
velikosti obrazu, vyjadiené urCitym poctem dilku okularového
mikrometru, odvodila skuteCna velikost méreného objektu, musi se
dotyCny pocet dilk mikrometru znasobit mikrometrickou hodnotou. Tato
hodnota, zavisla na zvétSeni a mechanické tubusové délce, se ziskava
vzajemnym pozorovanim stupnic okularoveho a objektivoveho
mikrometru.



Objektivovy (predmeétovy) mikrometr

Objektivovy mikrometr je destiCka formatu podlozniho skla, opatrfena
mikrometrickou stupnici, kde 1 mm je rozdéleny na 100 dilkd, 1 dilek =
0,01 mm = 10 mikronu. Stupnice je chranéna krycim sklem. Objektivovy
mikrometr neslouzi zpravidla k primému mereni objektu, ale prevaznée
jen jako deélkovy standard pro cejchovani stupnice okularoveho
mikrometru a k urCeni zvetSeni mikroskopu, nebo k urCeni meritka
zobrazeni objektu mikrofotografii nebo kresbou.



Pri cejchovani a mereni se postupuje takto:

1. Objekt, ktery se ma méfit, nahradime objektivovym mikrometrem a pouzivany
okular okularem méricim u néhoz otacenim objimky ocCnice se jasné dioptricky
zaostri stupnice mikrometru.

2. Mikroskopem se co nejpresneji zaostri obraz stupnice objektivoveho mikrometru.
Posouvanim objektivoveho mikrometru (kfizovym posuvem nebo rukou) a
natacenim okularu se oba nastavi do postaveni, pfi kterém se obrazy jejich stupnic
prekryvaiji.

3. Zjisti se, kolika dilkim objektivového mikrometru odpovida urcity pocet dilku
mikrometru okularového. Z tohoto poméru se vypodita, jaké délce odpovida 1 dilek
stupnice okularového mikrometru ve skutecnosti.

prakticky priklad:

7 dilkd, tj. 70 ym objektivového mikrometru se rovna (kryje) s 12 dilky okularového
mikrometru. Pak 1 dilek okularového mikrometru ma délkovou hodnotu 70 : 12 =
9,8 um.

Toto Cislo je tzv. mikrometricka hodnota pro pouzity objektiv a prislusnou
mechanickou tubusovou délku mikroskopu.
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Postup prace s mikroskopem

Mikroskop prenasime obéma rukama (kapotaz)
Manipulujeme pouze pomoci vroubkovanych Casti

1.

Zapneme mikroskop, nastavime osvetleni, vlozime preparat,
zaradime objektiv 10x, zaostrime na preparat

. Nastavime vzdalenost okularti a provedeme dioptrickou korekci

(okular bez dioptru zaostfime na objekt mikroSroubem, zavieme oko;
okular s dioptrem doostfime podle svého oka).
Pouziti manzet: pri pozorovani s brylemi ponechte manzety ohrnute,

. Nastavime aperturni clonu
. Zaradime pozadovany objektiv a doostfime mikrosroubem.

. Zaradime filtr, pfizpusobime osvétleni a pozorujeme



Uplné Kohlerovo osvétleni

sklada se ze nastavujeme do optimalni polohy
 zdroje svétla
 kolektorové coCky
* irisové clony

 clonu osvétlovaciho systému
e clonu kondenzoru

e polohu kondenzoru

1. Umistime preparat a zaostfime s objektivem 10x
2. Uzavieme polni clonu

3. Kondenzor snizujeme nebo zvysujeme tak dlouho, az je obraz
sviticiho pole ostre ohrani€eny

4. Polni clonu otevieme tak, aby se dotykala okraju zorného
pole.

5. Obraz sviticiho pole posuneme centrovacimi Srouby
kondenzoru do stredu zorného pole



Potreby pro mikroskopovani

Kryci skla -rizna tloustka (0,08; 0,11; 0,13;0,17;0,20 mm)
- velikost (mm) a tvar
Podlozni skla - rizna tloustka (1; 1,2 mm) velikost (26 x 70 mm)
- zabrouSené hrany, matovane
Preparacni soustavy - pinzeta, skalpel, nazky, preparacni jehly, Stétec,
pipeta
Laboratorni sklo - Petriho miska, hodinové sklo, kadinka atd.
Krabice na preparaty
Slohy na preparaty



Kontrastni metody

kvalita zobrazeni biologickych objektl zavisi na

1. dostatechém zveétseni obrazu
(maximalni uziteCné zvetseni =
numericka apertura objektivu x 1000)

2. rozlisovaci schopnosti mikroskopu (numericka
apertura objektivu a kondenzoru, kvalita
osveétleni preparatu - Koehlerovo osveétleni)

3. kontrastu obrazu (cytologicka a histologicka
barviva, Optické metody)



* Fazovy kontrast

 Nomarskeého diferencialni interferencni kontrast (DIC)
* Hoffmanuv modulaéni kontrast (HMC)

* Dodtuv infracerveny gradientovy kontrast (DGC)

* Fluorescence

* Konfokalni laserova skanovaci mikroskopie



Metoda fazového kontrastu

Frits Zernike, 1934 amplituda - intenzita svétla
Nobelova cena vinova délka - barva HEEE I NS
Karl Zeiss, Jena fazovy posun - neviditelny pro lidské oko

Nebarvené objekty

rizna opticka hustota

zmeéna faze

amplituda

ZARIZENIi PRO FAZOVY KONTRAST

zmena faze vineni na zménu amplitudy

viditelné pro Clovéka



Objektivy pro fazovy kontrast - fazovy prstenec

(pFevadi neviditelné fazové rozdily na
rozdily amplitudové)

Kondenzor - aperturni krouzek pro ruzné zvétseni

Centrovaci dalekohled - sefizeni fazovych prstencu
Zeleny filtr- 540 nm

objektiv fazova destiCka (difrakCni ploSka)

?“““* O
~ === objekt

v
&

=

kondenzor




Serizeni fazovych desticek

Phase Contrast Optical System Alignment



http://www.microscopyu.com/tutorials/java/phasecontrast/microscopealignment/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/phasecontrast/phasemicroscope/index.html

Problém halace

apodizovany fazovy kontrast

Malformovany stredni
hacek diplozoona

kfidlo motyla




Nomarského diferencialni interferené¢ni kontrast (DIC)

- povrchova topologie objektu

kolem 1950, Georges Nomarski ix L
zvetSeny obraz vzorku se jevi jako

mikroskop - 1959 Carl Zeiss Sikmo osvétleny trojrozmérny objekt

analyzator \ interference dvou lateralne
posunutych obrazu a srovnani

WollastonGv hranol 2 t3z0vych rozdilii v celé ploge obrazu

objektiv vzniknou dva identické obrazy objektu,

preparat které jsou vuci sobé lateralné posunuty

ruzna tloustka preparatu = fazové rozdily
kondenzor

Wollaston(v hranol = rozdéleni polarizovaného svétla na
dve slozky

polarizator —— i _ )
linearni polarizace svétla




Ancylostoma
duodenale

cervené krvinky

prichytné svorky diplozoona



Nové technologie

 mikroskop s videokamerou

» spojeni pocitace s mikroskopem

- digitalizace a analyza obrazu ]
k)

DIGITALNI MIKROSKOP Olympus MIC-D
Misto klasického pozorovani pomoci okularu
zobrazuje MIC-D na monitoru osobniho pocitace,
ktery je s mikroskopem spojen USB kabelem.
Protoze se jedna o digitalni obraz, jeho zpracovani
je velmi rychlé a snadné: uzivatel jej muze uloZit,
vymazat, upravit, vytisknout, umistit na web nebo
poslat e-mailem.



