Vznik obrazu v mikroskopu

Mikroskop se sklada z mechanické casti (podstavec, stojan a stolek s kiizovym
posunem), osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla, kondenzor, clona) a optické ¢asti (objektivy a
okuléry). Objektiv je soustava cofek s velmi krdtkou ohniskovou vzdalenosti, ktera
vytvaii skuteCny prevraceny obraz objektu, jez se promita mezi ohnisko okularu a okuléar.
Okuléarem tento obraz pozorujeme jako pod lupou a vidime neskuteény zvétSeny obraz.

Vznik obrazu

Podstatou tvorby ostrého obrazu ¢ockou je skutecnost, ze svételné paprsky $ifici se z urcitého bodu
predmétu riznymi sméry a dopadajici na ¢ocku se v obrazové roviné sbihaji opét do jednoho bodu a skladaji tak
ostry obraz ptedmétu. Vzhled obrazu u konvexnich cocek zavisi na vzdalenosti predmétu od cocky. Pokud je
pfedmét vzdaleny vice nez dvojnasobek ohniskové vzdalenosti, vznikd skute¢ny zmenSeny a pfevraceny obraz
(fotoapardt). Pokud lezi predmét mezi dvojnasobkem ohniskové vzdalenosti a ohniskem, je vznikly obraz
prevraceny, skutecny a zvétSeny (objektiv mikroskopu). Pokud je pfedmét mezi ohniskem a ¢ockou, je vznikly
obraz zvétSeny a neskuteény (lupa, okuldr mikroskopu). ZvétSeni Cocky roste se zkracujici se ohniskovou
vzdalenosti.

Fyzikalni podstata vzniku obrazu v optickém mikroskopu

Vysvétleni podal Ernst Abbe (1873). Zékladni mySlenka se opird o Huygenstuv
principu - kazdy bod osvétleného objektu se stavd zdrojem sekundéarnich sférickych vin.
Zaostfena rovina preparatu je takovym objektem. Podle optickych vlastnosti jednotlivych
bodii objektu se dopadajici svétlo v kazdém z bodt transformuje (ohyba se, [ame, méni se
jeho amplituda, faze) a vznikaji sekunddrni viny. Ty spolu interferuji, jako po prichodu
svétla Sté€rbinou nebo optickou miizkou. Vysledné vinéni, které obsahuje informaci o
vzhledu objektu vstupuje do objektivu. V jednotlivych bodech zadni ohniskové roviny
objektivu se setkavaji sekundarni vlny, které opustily rovinu pifedmétu rovnobézné.
Dochézi k jejich interferenci a v souladu s Huygensovym principem se stdvaji zdrojem
novych vin, které v obrazové roviné mikroskopu skladaji zvétSeny a pfevraceny obraz.

Zakladni pojmy

B zvétSend

Je nasobkem zvétseni objektivu a okularu
M rozliSeni

RozliSovaci schopnost mikroskopu

RozliSovaci schopnosti rozumime vzdéalenost dvou bodt, které mikroskop zobrazi jako
dva samostatné body, maximalni rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu je 0,2 mm. Je
déna zéfenim, kterym objekt osvétlujeme, a vlastnostmi objektivu. Okuldr pouze zvétSuje
obraz tvofeny objektivem. Obecné plati, ze neni mozné rozliSit body bliz§i nez polovina
vinové délky zareni. U svétla se to tedy rovnd zhruba 250nm. RozliSovaci schopnost u
mikroskopu je dale omezena mnozstvim svételnych paprska, které mohou vstoupit do
objektivu (svételnost objektivu).

Abbého zakon : —
a=0,61.lambda/n.sin alfa Zvetselll\ o
: [ 10%/0.30
l d 1 ’:‘“('1.:‘1.1‘(‘“'""“:"1“""“"”“",”“(i ....... 1 ........... 5 d’ 5 d Numericka
amda - vlnova délka svétla, n - index lomu prostiedi pte apertura

objektivem, alfa - polovina otvorového uhlu kuzele paprskil,




které mohou vstoupit do objektivu

n a alfa jsou pro dany objektiv konstanty a cely jmenovatel ve vzorci (n.sin alfa) se oznacuje
jako numericka apertura objektivu (NA). Je to jedna ze zakladnich charakteristik objektivu
a jeji hodnota je na objektivu uvedena. Numerickd apertura nejkvalitnéjSich imerznich
objektivt je 1,3-1.4, pro suché objektivy pak max. 1. Pro nejkratsi vinové délky (400nm) se
pak rozliSovaci schopnost téchto mikroskopii blizi hodnoté 0,17pm.

¢ rozliSovaci schopnost mikroskopu lze zvysit:

1. snizenim lambda - pouziti modrého svétla (modry filtr), proudu elektronti (elektronova
mikroskopie)
2. zvySovanim n - pouziti imerzniho oleje, vody

Pfiddnim imerzniho oleje, ktery ma vyssi index lomu nez vzduch, mezi preparat a
objektiv se predchazi ztratam svétla, které se ldme na rozhrani preparat/prostfedi. Do
objektivu pak dopadne vétSi mnozstvi paprska.

/': L
S v

- /

/ J Bacillus cereus — svétlé pole;

imerze, 1000x

B kontrast
e metody zvySujici kontrast zobrazeni ve svételném mikroskopu:

Zastin

Clona zachycuje paprsky prochazejici ptimo do objektivu. Objekty jsou osvétleny z
boku a my pozorujeme pouze svétlo, které se na nich ldme nebo odrazi. Podobného efektu
dosahneme tim, ze na zdroj svétla polozime minci.

Fazovy kontrast

Slouzi k pozorovani nativniho preparatu — zivé nebarvené nefixované builky — vidime
tedy jejich tvar, pohyb. ,,Husté* ¢asti buiikky — s vysokym indexem lomu — jsou zéfivé. Toho
se vyuziva pfi pozorovani spor vn¢ i uvnitt bun€k, pokud je buiika tvofi. Pro fazovy kontrast
je charakteristicky tzv. ,,halo* efekt (zativa korona) kolem bunék.



Na kondenzor se umisti maska s kruhovou §térbinou, kterou pronika svétlo do objektu. V objektivu, v
misté obrazu kondenzorové masky, je umisténa fazova maska. V misté Sterbiny u kondenzorové masky je u
masky fazové napatrena polopropustna vrstva kovu, ktery méni fazi svétla o ¢tvrtinu vinové délky. Diky tomuto
uspofadani prochazi nedifraktované (neohnuté) zateni ze zdroje (§térbiny kondenzorové masky) tou ¢asti fazové
masky, kterd méni fazi svétla. Ostatni vinéni, které se na objektu ohnulo a nebo zlomilo, projde beze zmény. Pfi
interferenci vln v obrazové roviné se Casti objektu, které riznym zplsobem méni fazi svétla projevi riznou
intenzitou svétla. Tato technika tedy prevadi rozdily v posunu faze svétla prochazejiciho riznymi ¢asti objektu,
které nevidime, na rozdily v intenzité svétla, kterou miizeme pozorovat.

B vyuzivéa rizné rychlosti svétla pfi priichodu objektem ke zvyseni kontrastu

B prstencova clona v kondenzoru — neprisvitna s transparentnim prstencovym otvorem

B fazova desticka v objektivu

B rozdily ve fazi svétla jsou pfevedeny na pozorovatelné rozdily kontrastu

B sloZenim piimé a prochazejici viny dojde k vzdjemnému vyruSeni se a to, co pozorujeme je
tmavé

B svétlé pozadi a tmavé objekty

Bacillus cereus CCM 2010

s cereus CCM 2010 — ovalna spora, halo efekt




Bacillus megaterium

Sporosarcina ureae CCM 860 —

z balicku je vidét pouze horni 4 bunky.
Sporosarcina patii mezi sporulujici G+
koky — sporu tvoii kazda buiika.
Fézovym kontrastem tedy vidime
jakoby zarici ¢tvetici bunék — ve
skute¢nosti to jsou endospory.

Nomarského diferencialni interferenc¢ni kontrast

B vyuzivé polarizovaného svétla (viny usmérnéné do 1 roviny)

B polarizovana svételna vlna se lomem rozdéli na 2 rovnobézné kmitajici v navzéjem
kolmych rovinach

B po pruchodu objektem dochézi ke zménam orientace vin

B sloZeni vln po prichodu obj. (analyzator) umoziiuje pozorovat kontrast mezi objektem a
pozadim

B na hranich objektu dochézi k nejvétsim zmeénam faze i polarizace viny

obraz je ,,pseudoprostorovy*

Bacillus cereus —
Nomarského kontrast

e Objekty Ize podle optickych vlastnosti rozdélit do dvou skupin:

1. Amplitudové: Zbarvené objekty, které absorbuji svétlo. Snizuji amplitudu viny, coz se
projevi na jeho intenzité. Pokud objekty absorbuji vSechny ¢asti spektra rovnomérné, jevi se




jako tmavé, absorbuji-li je rizné, jevi se jako barevné. Rozdily v absorbanci rtiznych jejich
casti se stavaji zdrojem kontrastu.

2. Fazové: Nebarevné objekty, které se 1isi od okoli indexem lomu a tlouStkou. To zplsobi
zménu faze prochdzejiciho svételného vinéni, kterou vSak lidské oko nezaznamend. Kontrast
fazovych objekti, lze zvysit pomoci cytologickych a histologickych barviv nebo pomoci
optickych metod, které prevadéji rozdily v indexech lomu na jasovy kontrast (zéstin, fazovy
kontrast, Nomarského diferencialni interferencni kontrast, Hoffmantiv modulacni kontrast).



