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Bezpecnost prace:
v o)
ochranny odév, dlouhé vlasy do gumicky, PF€Z uvky 11

«Zakaz vstupu osob s priznaky virového infekéniho onemocnéni (dusnost,
horeCka, suchy kasel, nahla ztrata chuti a Cichu) do budov fakulty.

Dezinfekce

Co potrebujete na zapocet?
v’ Test

v" Protokoly
v’ Preparaty (min. 9)




Protokol €. 1

Nativni preparat, vitalni barveni

e definovat poymy nativni preparat a vitalni barveni
e postup pfipravy preparatu

e obrazek nalevnika rodu Paramecium (kreslime ve
cviceni) — popsat jednotlivé struktury a organely

e zavér (popsat slovné vlastni pozorovani)




Protokol €. 2

Pitva Svaba

Travici soustava Svaba:

e nakreslit podle preparatt

e popsat jednotlive Casti a jejich funkce

Prehled mikroorganizmu vyskytujicich se v TS Svaba

1. hlistice rodu Thelastoma
e nakreslit a popsat (obrazek velky alespon na pul strany A4)
2. prvoky rodu Gregarina

e nakreslit a popsat - syzygie (obrazek velky alespon na pil strany A4)




Protokol ¢. 3

Trvalé preparaty

Nakres - kresleni preparati pomoci kresliciho ramena - podle typu preparatu
doplnit postup ptipravy

Suché preparaty

Uzaviraci media s vodou nemisitelna

e popsat postupy a zasady pripravy preparati do glycerolu, glycerin-Zelatiny a
media Liquido-Faure

Uzaviraci média s vodou misitelna

e popsat postupy a zasady piipravy preparatii do kanadského balzamu
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Svetelny mikroskop

zakladni pracovni nastroj

Uéel mikroskopu:

e zvetseni
* rozliseni detailu
* kontrast




Jaky je rozdil mezi binokularnim svételnym mikroskopem a stereomikroskopem?
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Stereomikroskop
zrcadlo
. Q P 1) Kazdé oko vytvari v mozku samostatny obraz
/ N O Ol P % pfedmétu. Ty se trochu od sebe li3i.
/ 1 N 2) Na zakladé zkusenosti chapeme rozdilnost
T v obrazl prostorové.
B o T . 3) Vyznam zkusenosti vynikne, kdyz si uvédomime,
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1) Binokularni mikroskop neni stereo mikroskop. predmét L | L
2) Kazdé oko pozoruje svym okularem meziobraz preparatu. Pozorovani obéma dva objektivy
otima je méné (navné neZ jednim okem. N o 1)  Stereomikroskop se sklada ze dvou samostatnych mikroskop(, jeden pro levé a druhy
3) Soutasnou ostrost obou dil¢ich obrazu je tfeba postupné doladit jednotlivymi pro pravé oko.

okulary. 2)  Cim vétsi je uhel o, tim vyraznéjsi je stereovjem.




Stereomikros kOp (preparaéni mikroskop)

1. Popis mikroskopu
Mikroskop s fototubusem
Objimka pro pfipevnéni

mikrofotografického
prislusenstvi

Ocnice Fototubus
Mohou byt ohrnuty pro
obsluhu s brylemi. I

Zajistovaci Sroub
Utahuijte jej opatrné minci apod.

Okuldr
Kolecko )
Krouzek transfokatoru
dioptrické
korekce \
\ Zavit pro pfipevnéni
ilumindtoru
Zajistovaci Sroub
téla mikroskopu Zaostfovaci
0 5 kolecko
Télo mikroskopu
<
° Stativ
Drzék preparatu -
Kruhovéa e

deska stolku

2. Nastaveni stereomikroskopu

* Kruhova deska stolku

* Dioptrickd korekce

Levy krouzek Pravy krouzek
dioptrické korekce  dioptrické

* Nastaveni vzdalenosti okularu

* Ocnice - pozorovadni s brylemi




Slozeni mikrOSkOpu CX 31 (svételny mikroskop)

Okuléry Hranoly -

délice paprsku Tubus
/’ﬂvlm ! Tubusova
¢ocka

- Ram

Objektiv
Drzak
preparatu
—— Vypinaé
Kfizovy
stolek Ovladani

intenzity
Kondenzor osvétleni
Kolektor Ostrici

mechanismus

Zarovka

CAST MECHANICKA:

stativ, tubus, revolverovy
ménic objektiv(, stolek,
makrosSroub, mikrosroub,
vypinac, ovladani intenzity
svétla

CAST OSVETLOVACI:

zdroj svétla, zrcatko, polni clona,
kondenzor,
aperturni clona

CAST OPTICKA:

objektivy, okulary




Pouzivani svételného binokularniho mikroskopu

Priprava mikroskopu k pouziti




Pouzivani svételného binokularniho mikroskopu

/6. Nastavte ) s
. L. . , . . 1. Zapnete
Postup pri pozorovdni ve svételném poli vzdalenostokuliru hlavni
podle svych oci pro vypinac.

dosazeni shodného
zorného pole v ﬁ.Otééenl’m kolecka
\_obou okularech.  / nastaveni intenzity

osvétleni nastavime
pozadovanou intenzitu

3. Umistime Pos
preparatu na *V ..
stolek Kdyz mikroskop po

spusténi nesviti, mize
byt intenzita svétla
stahnuta na nule! /

ﬂZaostﬁ'me. Otdacejte koleckem
makroposuvu (makrosSroub) ve
&~ sméru pohybu hodinovych rucicek,
dokud se objektiv (4x, 10x) nepfiblizi
co nejvice k preparatu. Pozorujte
preparat v okuldrech a otacenim
kole¢ka makroposuvu v opacném
sméru posouvejte stolek smérem
dold. Po hrubém zaostreni na
preparat doostrete otacenim kolecka
mikroposuvu (mikrosSroub).

ﬂl. Otacenim kolecka \
posuvuvose Y a X /
posouvame preparat
Vv svislém sméru nebo

ve vodorovném
sméru do svételné

Qré hy. / \




Pouzivani svételného binokularniho mikroskopu

Postup pri pozorovani ve svételném poli

Nastaveni dioptrické korekce:

Dioptrickou korekci se pfizplsobuje zobrazeni v
okuldrech stavu zraku pozorovatele tak, aby obraz
byl ostry pro obé oci.

1. Divejte se pravym okem do pravého okularu a
otacenim kolecky makroposuvu a
mikroposuvu zaostrete na preparat.

2. Divejte se levym okem do levého okularu a
otacejte pouze krouzkem dioptrické korekce

. K (1) dokud nezaostfite preparat. /

Pouziti ocnic:

([ N

Pozorovani s brylemi - ponechejte ocnice v
normalni, ohrnuté poloze. Ocnice chrani
bryle pred poskrabanim.

Pozorovani bez bryli - odhrinte ocnice ve
smeéru Sipek, aby branily pronikani vnéjsiho
svétla mezi o¢ima a okulary.




Pouzivani svételného binokularniho mikroskopu

Postup pri pozorovani ve svételném poli

Prepindni objektivu:




Pouzivani svételného binokularniho mikroskopu

Postup pri pozorovani ve svételném poli

Centrovani polni clony - Kohlerovo osvétleni

1. Umistime preparat a zaostfime s objektivem 10x \

2. Uzavieme polni clonu (1)

3. Kondenzor snizujeme nebo zvysujeme tak dlouho, az
je obraz sviticiho pole ostie ohraniceny (2)

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

5. Obraz sviticiho pole posuneme centrovacimi Srouby
(3) kondenzoru do stfedu zorného pole

6. Ma-li kondenzor stupnici numerické apertury,

nastavime na ni hodnotu pfiblizné % numerické apertury
objektivu.

Nastavujeme do optimalni polohy:

e clonu osvétlovaciho systému

Field of view Field of view Field iris Field iris e clonu kondenzoru
before Condenser after Condenser partially closed fully open
alignment alignment

e polohu kondenzoru

*Vysledkem Kohlerova nastaveni je rovnomérné a maximalni osvétleni preparatu, leziciho v predmétové roviné.
Soucasné by méla byt dosazena nejlepsi kombinace mezi rozliSovaci schopnosti a kontrastem.




Svételny binokularni mikroskop

1. Osvétlovaci cast

4 N

Kondenzor soustreduje svétlo ze
svételného zdroje do kuzele, ktery:
1. rovnomérné osveétluje prepardt
2. odpovidd numerické aperture

owvmpus "

'L'z"'lio»lf ia.l?is‘»f it Obj ektivu "
/ = Objektiv
/ \ Svételny kuzel
Aperturni clona (kondenzorova, %= Preparat

irisova) - umisténa pred vlastni
soustavu kondenzorovych cocek a
vymezuje Sirku proudu svétla, ktery
prochazi kondenzorovymi ¢ockami.
(1) stupnice, podle které se nastavuje
numerickd apertura kondenzoru

KN.A. kondenzoru = 80% N.A. objektivy N\ —

'— Kondenzor

Aperturni
clona

(" Polni clona - vymezuje )
maximalni velikost zorného
pole, pouziva se pfi malém
zvétseni (objektiv 4x), viz

\_prace s mikroskopem 4




Svételny binokularni mikroskop

2. Opticka cast
2.1. Objektivy

Vytvari zvétSeny prevraceny a skutecny obraz predmétu.
Cim je kratSi ohniskova vzddlenost objektivu, tim je vétsi zvétseni.

Udaje vyzn. objektivu: ]

Zavit
A
Zvétseni

Opticky systém —— Typ objektivu

korigovany na __ Typimerze

nekoneéno g 410 O ‘ Irisova clona
Parfokalni Nastaveni 1}5» —— Numericka apertura
vzdalenost numericke —— Tloust’ka kryciho skla
(45 mm) apertury Barevne oznaceni zvetseni

Kryci sklicko . ' ,
Pracovni
Podlozni skliékQ vzdalenost

|

- I ——




Svételny binokularni mikroskop

2. Opticka cast
2.1. Objektivy

[ Barevné znaceni objektivii ]

4X Cervend; ; 10X zelenda; 40X modra, 100X bila

Imerzni objektivy - druhy barevny
pruh - typ imerze (Cerny - olej, bila -
voda, okrova - glycerol)




Svételny binokularni mikroskop

2. Opticka cast
2.1. Objektivy

[ Numeric-bjektivu ]

Numerickd apertura (N.A.) =n x sina e Loty B e

objektivem a preparatem)

a....uhel mezi sttednim a okrajovym
paprskem svétla vstupujiciho do
objektivu

N.A. 2 1 nelze dosahnout bez imerze!!!

Se zvétSenim roste numericka apertura objektivu.

10x

4X Objective
N.A. = 0.16

20x

(CETEE LTI
N —
AR e —

100X Objective
L NA =14 ;
Lens b
Element Lo NA
ow N.A. Spring-Loaded
Front Lens pl;?trgac‘t)izn
Group Stopper

110°

*Numericka apertura je Ciselna hodnota. S rostouci numerickou aperturou roste i rozliSovaci schopnost
objektivu.




Svételny binokularni mikroskop

2. Opticka cast
2.1. Objektivy

[ Vyznam poutziti imerze J

Pridanim imerzniho oleje, ktery
ma vyssi index lomu nez vzduch,
mezi preparat a objektiv se
predchazi ztratam svétla, které
se |lame na rozhrani
preparat/prostredi. Do objektivu
pak dopadne vétsi mnozstvi
paprska.

podloznisklo

\

vzduch

\

Place one small drop of
immersion oil on the spot
of light.

Slowly rotate the 100X
objective into alignment
while checking to make
sure it does not strike the
slide.

If you were properly
focused under the 40X
objective, the 100X will
rotate into place without
striking the slide.




Svételny binokularni mikroskop

2. Opticka cast
2.1. Okulary

Pro optimalizaci vysledku je potfeba vybirat okulary odpovidajici pouzitym objektivim (jejich typu a
korekci vad).

Zvétsuje obraz vytvoreny objektivem.

*Zvétseni okularu je prazdné — nezobrazuje vice detaill, nez bylo zobrazeno objektivem!

Podle usporadani cocek a pevné clony se okulary déli na:
negativni (Huygensovy)

pozitivni (Ramsdenovy) - umoziuje snadnou montdz méritka — pozor na prach!

Simple Eyepieces
Ramsden Huygenian

Field
Lens
-Diaphragm Egg

Figure 2




Svételny binokularni mikroskop

[Zvété’em’ mikroskopu ]

ZvétSeni obrazu mikroskopem je dano zvétSenim okular( a zvétSenim objektivu.
Uzitecné zvétSeni mikroskopu:

- Minimalni — numericka apertura objektivu x 500

- Maximalni — numericka apertura objektivu x 1000

- Maximalni uzite¢né zvétseni mikroskopu je vSak urceno i rozliSovaci schopnosti objektivu. Za
podminek, kdy je minimalni vzdalenost dvou rozlisitelnych bod( srovnatelna s rozliSovaci
schopnosti lidského oka, obraz se nezlepsi ani pfi pouziti silné zvétsujicich okulard, kdy dostaneme
jen rozmérnéjsi obraz bez novych detaild.

Celkové zvétSeni < 1000 x N.A. objektivu

Priklad 1:

Objektiv 40 x, N.A. = 0,65

Okulary 15 x 40 x 15 = 600 < 650 O.K.
Priklad 2:

Objektiv 100 x, N.A. =1,3

Okulary 15 x 100 x 15= 1500 > 1300 X
Okulary 12,5 x 100 x 12,5 = 1250 < 1300 O.K.

Pozor na dal$i zvétseni pfi pfenosu digitalniho obrazu na
monitor!




Svételny binokularni mikroskop

[ Kvalita zobrazeni bi-bjektﬁ zavisi na: ]

1. dostate¢ném zvétSeni obrazu (pozor na maximalni uzitecné zvétseni = numericka
apertura objektivu x 1000)

2.  rozliSovaci schopnosti mikroskopu (zavisi na numerické aperture objektivu a
kondenzoru a kvalité osvétleni preparatu, tj. optimalnim nastaveni Kohlerova
osvétleni)

3. kontrastu obrazu, ktery lze efektivné zvysit pomoci:

= cytologickych a histologickych barviv

= optickych metod, které prevadéji rozdily v indexu lomu r@izné tlustych casti
objektd na jasovy kontrast obrazu




Svételny binokularni mikroskop

{ Kontrastni metody J

Slouzi k zvyseni kontrastu obrazu tak, aby byl dobre pozorovatelny.

Nejpouzivanéjsi metody:

Temné pole (DF)

Fdzovy kontrast (PH1, PH2, PH3)
Polarizované svétlo

Reliéfni kontrast

Diferenciadlni interferencni kontrast

Fluorescence




Svételny binokularni mikroskop

[ Kontrastni metody ]

Pozorovani v temném poli — Darkfield (DF):

Metoda se pouzivd pro pozorovani drobnych objektl a jejich povrchovych struktur, napf. prvokd, houbovych spor,
pylovych zrn, bakterii, ale i rostlinnych pletiv aj.

Pleurosigma (Diatomaceae). Suchy preparat. Temné pole.




Svételny binokularni mikroskop

ooy

Pozorovani vtemném poli — Darkfield (DF):

Podstata mikroskopie v temném poli
neboli zastinu spociva v tom, Ze do
roviny objektu vstupuji z
kondenzoru pouze okrajové, velmi
Sikmé svételné paprsky, zatimco
stfredové paprsky jsou pohlceny a pfi
zobrazeni se neuplatni. Objekt je
tedy osvétlen jen ze stran, paprsky
se od néj odrazeji a lamou. Do
objektivu vstupuji jen paprsky
odraZzené od povrchu objektu a ten
proto zafi vtemném poli.

Universal Condenser Turg® Configuration

Darkfield DIC
Annulus Prism
Plate —

Brightfield
Position p

Turret
Rotation
Thumbwheel

Figure 2

Phase Annulus Plates

Figure 4.6 The light path in a dark-field microscope

Objective
A

r

©2012 Pearson Education, Inc.

Dark-field stop

—— Light refracted
by specimen

_— Light unrefracted
by specimen

— Specimen

~~—__/ Dark-field stop




Svételny binokularni mikroskop

[ Kontrastni metody ]

Metoda fazového kontrastu — (PH):

Pozorovani nativnich nebo nebarevnych preparat( - vystoupi i nejjemnéjsi struktury v bézném svétle
témeér neviditelné (napr. studium bunécénych a tkanovych kultur).

Nalevnik - Prochazejici svétlo Nalevnik - Fazovy kontrast




Svételny binokularni mikroskop

Metoda fazového kontrastu — (PH):

Podstatou metody je prevedeni rozdil( v posunu faze
svétla prochdzejiciho riznymi ¢asti objektu, které OBRAZOVA ROVINA
.y ’ q e v v nedifraktované \

nevidime, na rozdily v intenzité svétla, kterou wrent [\ /]

mUZeme pozorovat.

-

Phase Contrast Objective i
1)
: Objective ;ﬁg
= ZADNI 1
\ OHNISKOVA ==
" T4 D ROVINA I
W OBJEKTIVU oy
Internal | 1y
Lens - o I
Element } ' i A H
3 8 . |q
/
Phase Ring PREDMETOVA ROVINA
Front
Lens Figure 1 KONDENZOR
Universal Condenser Turret Configuration
Darkfield DIC KONDENZOROVA
Agllmtlus Prism / MASKA
ate
Brightfield >
Position S

Phase Annulus Plates




Svételny binokularni mikroskop

[ Kontrastni metody ]

Metoda fazového kontrastu — (PH):

V ohniskové roviné kondenzoru se nachazi Jednim z typickych artefakt( vznikajicich pfi pozorovani ve fazovém

.y kontrastu je "halo efekt" ohranicujici objekty. Tento efekt je vysledkem
prstencovitd clona (maska s kruhovou A , VN N o
o o ) neuplného prostorového oddéleni optickych drah svétla pozadi a svétla
stérbinou), kterou pronika svétlo do objektu a prochdazejiciho objektem. Cast svétla po prichodu objektem sdili

v objektivu, v misté obrazu kondenzorové optickou drahu se svétlem pozadii béhem prichodu fazovou deskou

. Y p p sy objektivu a dochazi tak k posunu faze odliSnému od ostatniho svétla
masky, je umisténa fazova maska. V misté o : , O o
prochazejiciho objektem. Vysledkem je pravé vznik "halo" na hranicich

Sterbiny u kondenzorové masky je u masky objektu.
fazové naparena polopropustna vrstva kovu,
ktera méni fazi svétla o ctvrtinu vinoveé délky.
Diky tomuto usporadani prochazi
nedifraktované (neohnuté) zareni ze zdroje
(Stérbiny kondenzorové masky) tou casti fazové
masky, ktera meéni fazi svétla. Ostatni vinéni,
které se na objektu ohnulo a nebo zlomilo,
projde beze zmény. Pfi interferenci vin

v obrazové roviné se ¢asti objektu, které
rdznym zpusobem méni fazi svétla projevi
rznou intenzitou svétla.




Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC)
kolem 1950, Georges Nomarski

mikroskop - 1959 Carl Zeiss

analyzator interference dvou lateralné
posunutych obrazu a srovnani
Wollaston(lv hranol fazovych rozdilt v celé ploSe obrazu

objektiv vzniknou dva identické obrazy

, objektu, které jsou vici sobé
preparat lateralné posunuty rtzna tloustka
kondenzor preparatu = fazové rozdily

rozdéleni polarizovaného svétla na

Wollastonuv hranol . .
dvé slozky

polarizator linearni polarizace svétla
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Nomarského diferencialni interferenéni kontrast (DIC)

Transmitted
de Sénarmont
DIC Microscope
Configuration

Figure 1

de Sénarmont
Compensator

Light To Detector

Objective
Nomarski
Prism

Objective

ngggnser
ure
Diaphragm

Condenser -,
Nomarski
Prism

Quarter
Wavelength
Retardation

Plate

Light From Source



Ancylostoma
duodenale

cervené Krvinky
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Potreby pro mikroskopovani

Kryci skla - rdzna tloustka (0,08; 0,11; 0,13;0,17,0,20 mm)

- velikost (mm) a tvar
Podlozni skla - rGzna tloustka (1; 1,2 mm) velikost (26 x 70 mm)

- zabrousené hrany, matované

Preparacni soustavy - pinzeta, skalpel, ntzky, preparacni jehly, Stétec, pipeta
Laboratorni sklo - Petriho miska, hodinové sklo, kadinka atd.
Krabice na preparaty
Slohy na preparaty




