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Nizky nebo témer zadny kontrast
u biologickych objektu

* Biologické objekty je obvykle obtizné
pozorovat ve svételném mikroskopu kvuli
nizkému nebo témeér zadnému kontrastu.

 Komponenty bunky a pletiva jsou vetSinou
pruhledné a bezbarvé, protoze neobsahuji
latky (pigment) pohlcujici svétlo a vytvarejici
oblasti s ruznou svételnou intenzitou -

kontrast.

Barveni objektU

Vyuziti rozdilt v indexu lomu




Metody zesilujici kontrast obrazu

Privieni kondenzorové clony nebo snizeni kondenzoru
(vede sice ke zvyseni kontrastu, zaroven se ale snizuje
rozliSeni a ostrost obrazu)

Mikroskopovani vtemném poli (,,darkfield

microscopy”) (Pouziva se pro zviditelnéni nebarvenych
pruhlednych vzorku, které maji index lomu podobny jako
okolni médium)

Polarizac¢ni mikroskopie (umoznuje zviditelnit struktury,
jejichz stavebni material se vyznacuje dvojlomem)

Fazovy kontrast

Fluorescencni mikroskopie

Diferencialni interferencni kontrast (DIC, Nomarského

DIC)

Konfokalni mikroskopie







Darkfield: Temné pole

* vyvhodou darkfield
je, ze vidite detaily,
které nejsou
normalné vide
protoze se od |

7 N7

O d ra Z I SVét I O Some light scattered by sample.

* do drzaku filtrt

kondenzoru se
umisti
nepruhledna c.....

Objective Lens Only scattered light transmitted.

Direct Illumination Block

Sample

Dark Field Patch Stop

Light Source

http://www.microscopyu.com



Darkfield microscopy

- Pozorovani v zastinu

Jednoducha technika pro y_ ,
’ o s x ee ¢ e
zobrazeni pruhlednych Ja | Gske
vzork(, které nejsou barveny SRR
* Lepsi/ jasnéjsi viditelnost :
* Lze pouzit na stereo
mikroskopech nebo i na

biologickych mikroskopech s
vysokym rozlisenim

* Vhodné pro pozorovani
drobnych objektl: prvoci,
houbové spory, pylova zrna, __ |
bakterie, rostlinna pletiva o] obr: hakd .z




Srovnani zastinu, invertovaného
obrazu a svetleho pole

DARKFIELD o) BRIGHTFIELD BRIGHTFIELD






Princip §

Do stfedu zdroje svétlaje %

umisténa neprihledna

kruhova prekazka. o
spu:mmn)

Svétlo se dostava ke vzorku I

ze strany a tim zvysuje condenser /\*::
/—"
I

kontrast.

vs ’ v . ins
Prima cesta sveétla je diaphragm
blokovana, pouze Sikmé
svetelné paprsky mohou

dosahnout vzorku

Kontrastni obraz je vytvoren
rozptylenymi paprsky, které
prosly cockou

Vysledny obraz se zda byt
témer podsviceny.

dark-field
stop

diffracted,

(deviated) light




Tvorba temného pole pomoci:

A) multifukéniho & B

kondenzoru -
; objective
vybavenym dark-
f. Id I hellow cone of light
iela cionou r R
B) kardioidniho _
substage mirrored
kondenzoru condenser  surface
(Ca rd ioi d darkfield stop
condense r) KA condenser aperture

L

light from sourcer

field diaphragm
collector lens

lamp

R s




http://www.oly
Mpusmicro.co
m/primer/java/
darkfield/abbe
/index.html

Stops for Darkfield lllumination

Variable

Control
Arm Leaf Stop

(a)

Spider
Housing Interchangeable .
Stops Figure 4


http://www.olympusmicro.com/primer/java/darkfield/abbe/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/darkfield/abbe/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/darkfield/abbe/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/darkfield/abbe/index.html
http://www.olympusmicro.com/primer/java/darkfield/abbe/index.html

,domaci” dark field

* Mikroskopie temného pole Ize snadno dosahnout
umisténim mince mezi zdroj svetla a kondenzor.

Nastaveni: Aby mince
pracovala spravne, musite
vycentrovat minci tak, ze
svetlo prichazi zpoza jejich
okraju rovhomérné ze
vsech stran. Pohybem
kondenzoru nahoru a dolu
se upravi obraz tak, aby
vzorek nebyl ani ve tmée
ani ve svetle. Vzorek by
mél byt vidét tak, aby prilis
nezafril.




y,domaci” dark field

* Nepruhledny terc Ize vyrobit také z cerného papiru,
kartonu, plastu (nebo pouzit malé mince)

* Nalepeny na sklo nebo plexisklo jej umistit do nosice
clon pod kondenzorem. Velikost nepruhledného
terce je pro kazdy objektiv jina

e (postup vyroby clony je na

www.olympusmicro.com/primer/techniques/darkfiel
d.html)



Approximate Field Stop Diameter Size

Magnification Tp:iﬁ";’:' Stop Size (mm)

1X 0.03 25-30
2x 0.05 8-11

4X 0.10 8-14
10x 0.25 16-18
20X 0.40 18-20
20x 0.65 20-22
40X 0.65 22-24




,Domaci“ dark field do zv&tieni 100x

* Vzorek umistit tak, aby nebyl zespoda
ozarovan zadnym svéetlem

* Vypnout vSechna zabudovana sveétla

e Zamirit svétlo o vysoké intenzité shora nebo ze
strany

ze slozeného
mikroskopu

(-

Z pitvaciho mikroskopu




,domaci” dark field

Foceni v Dark Field:

Klasické nastaveni
fotokamery je navrzeno
na normalni svételné
podminky. Bohuzel ty
jsou prilis svetlé na
fotografovani temného
pole.

Doporuceni: snizit na
automatu kompenzaci
expozice na -2.

Obr. bez pouziti kompenzace
expozice. Pozadi se jevi prilis svétlé.



Kvasnice

*  http://www.pmbio.icom.de/mikrobiologischer-
garten/pics/hefe_darkfield.jpg

Morsky mnohostétinatec, 40x

{C) scienceProjectLab.com y ﬁ'}

*  http://www.scienceprojectlab.com/image-
files/csp_001_polichetae.jpg



plankton

& Clemens Wirth

. http://i.dailymail.co.uk/i/pix/2012/04/10/article-2127311-12866E8D000005DC-501_964x568.jpg



Motyli sosak
40)’

*  http://www.clemson.edu/cafls/jhif/flowchart/files/darkfield.jpg



Difflugia (rozlitka) Copepoda (klanonozci) - larva

Amoebozoa - ménavkovci » kmen Tubulinea - lalokonozi »

fad Arcellinida - krytenky

http://4.bp.blogspot.com/ _Ne3bhx2j74s/S4Lmg
Y_a4kl/AAAAAAAACCE/phf4GfiADo0/s400/difflu *  http://blogs.answersingenesis.org/blogs/creatio
gia3IMGP2191_edited-1.jpg n-museum/files/2011/12/december5.jpg



*  profimedia.cz



Polarizacni mikroskopie

 umoznuje zviditelnit
struktury, jejichz stavebni
material se vyznacuje
dvojlomem

* pol. mikroskop se od
bézného mikroskopu lisi
vlozenym parem zkrizenych
polarizatoru a kompenzacni

destickou

polarizing filter

Polarizacni filtr propousti pouze svétlo,

‘-._ r}_a
které kmita v jednom sméru. A4

Kamerovy
nastavec

Slozené paprsky

po interferenci Okulary .

Osvitleni pro
_Malrml‘— : -y —dﬁmlﬂp
Minoridej g — R S o
i paprsek :
S e = Objekti
@ S Vaorek [ piic
Polarizované 4 1 Otogny
svétlo il . ,] stolek
L1 I 1
@ Polarizitor TR
Svétlo — Stativ

Fil
ze zdroje Ty

PuUvodni paprsek se po prichodu vzorkem
rozdéli na dva nové, fadny a mimoradny,
které jsou navzajem fazové posunuté (Sifi
se ruznou rychlosti) a kmitaji v ruznych
rovinach. V analyzatoru mikroskopu se
oba paprsky slozi do stejné roviny kmitu a
jejich fazovy posun se projevi vznikem
interferen€nich barev.




opticky izotropni prostredi -
rychlost Sifreni nezavisi na
smeéru. Obvykle tvoreno
plyny, kapalinami nebo
pevnymi nekrystalickymi
latkami, prikladem je napt.
sklo.

opticky anizotropni
prostredi - rychlost Sireni
zavisi na smeéru. Prikladem
opticky anizotropnich
prostredi jsou nékteré
krystaly, napf. krystal
kremene.

Polarizované svétlo

oba paprsky slozi do stejné roviny
kmitu a jejich fazovy posun se projevi

vznikem interferenénich barev

LT

analyzator
__— dvojlomnost
- 1zotropni
- anizotropni
polarizator

<

-

Strain-free optika



Vyuziti polarizacni mikroskopie

* Jednolomné latky (voda, cytoplasma, bunécné jadro aj.) zUstavaji pfi
zkrfizenych filtrech tmavé, nejsou zobrazeny. .
* Pozorujeme-li mineraly amorfni nebo ty, které krystaluji v soustave

kubické,siri se svétlo ve vsech smérech stejnou rychlosti a k fazovému
posunu nedochazi, interferen¢ni barvy nevzniknou.

* Naproti tomu dvojlomné latky (krystaly, celulézové bunééné stény aj.)
meéni rovinu kmitu prochazejiciho svétla, a proto jsou pfri zkfizenych
filtrech zobrazeny svétle na temném pozadi, prip. barevné pr| pouziti
bileho (slozeného) svétla vlivem interference. '

Hvézdicové trichomy listové
(Deutzia scarba)

http://www.calculi.cz/polar.php

http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html _img/3.1.htrr



http://www.calculi.cz/polar.php
http://www.calculi.cz/polar.php
http://www.calculi.cz/polar.php
http://www.calculi.cz/polar.php
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/html_img/3.1.htm

Pr. vyuziti v biologii:
 Metoda se uziva pro zobrazeni linearné
usporadanych a krystalickych bunécnych
struktur, napr. tonofibril, krystalickych inkluzi,
keratinovych a celulézovych struktur, vybrusu
kosti apod.

Obr. z: http://biologie.upol.cz/mikroskopie/
. _ e

Parenchymové buriky Sefiku Rez kosti. Barveno hematoxylinem - eosinem



http://biologie.upol.cz/mikroskopie/

Wellcome Images

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/cb/c5/52f6cf028fab7874dffafce3b0b1.jpg



Ves se svaly

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/dc/61/a25ae2f79c8b954ee48b8ae920ec.jpg



MocCovy pisek

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/db/c9/4cc7313730070a199d2b5ab9f29f.jpg



—

Wailcﬁma Images

e Vitamin C

http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/1f/e1/df82bf974c4809ff7cc70a8abadb.jpg




* Motyli sosak, 720x

http://inspirationgreen.com/assets/images/Photography/Nikon%20Small%20World%20/Butterfly-tongue.jpg



* Frits Zernike (1888 — 1966)
* nizozemsky fyzik

* 1953 Nobelova cena za fyziku za
vypracovani metody fazového
kontrastu a za konstrukci fazove
kontrastniho mikroskopu.
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http://cdn.c. photoshle.co
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i Phase Contrast Light Pathways

— Phase ———
F ; Ring.
/ \=——=Deflected
Light
,_Db!ecuve
_._._____ — Specimen

q_“"“"“’
| .

Annular =
—_— Hing

Light
From
Source

* 1948 — 1955 obdobim nejvétsSiho
rozkvétu aplikaci fazové — kontrastni
mikroskopie

Figure 1



objekty:

Proc fazovy kontrast?
* zpusobujici zménu amplitudy

* zpusobujici fazovy posun

A

index lomu = konst.

* maji urgity
kontrast a vétsi
nebo mensi
mérou

absorbuji svétlo - |

* vzhledem ke
svému okoli
nejevi zménu
absorpce

svého okoli se
liSi jen malou
zmeénou indexu
lomu

svétla,od------- -

: index lomu = 1.1. prostredi
amplituda Amplitudové

jekty

------------------------------ zména- amplitudy
= zména jasu

index lomu < 1.1, prostiedi

Fazové objekty

» posunuji pouze fazi svételné viny; lidské
oko neni citlivé na zménu faze vinéni




Pozorovani fazovych objektu

* obarvime je —tj. prevedeme na objekty amplitudové
(vyzaduje usmrceni bunék a je mozny vznik artefaktu)

* pro pozorovani zivych bunék pouzijeme zarizeni pro
fazovy kontrast




Princip fazového kontrastu

preména fazové zmeény vinéni (vzniklé po pruchodu fazovym
objektem) na zmény intenzity svétla

obraz objektu vznika interferenci vinéni primého, které jakoby
prochazelo preparatem beze zmény, a vinéni difrakéniho
posunutého na fazovém objektu

vznikly obraz je nepozorovatelny, protoze rozdily v indexu lomu
predmeétu a okoli jsou velmi malé

vinéni primé a difrakcni Ize oddélit, coz je velmi vyznamné,
protoze to umoznuje modulovat amplitudu a fazi svetla primého
bez ovlivnéni svéetla difrakéniho a naopak



Oddeleni primého a difrakcniho vinéni

-~ stfedni obrazova rovina

do obrazového ohniska |

objektivu se umistuje tzv. '\ thzovi deska
fazova deska (ve tvaru | /
prstence), kterd posunuje fazi : = f‘_ ©
primého svétla a vysledkem
interference obou druht
vinéni pak vznika kontrastni !
obraz fazového objektu

| objektw

nejvyraznéjsi fazovy kontrast . £ e g i
vznika, pokud je fazovy rozdil

obou vinéni roven % vinové

délky

- EE. ..

 konverze fazového posunu ve zménu amplitudy



v ohniskové roviné kondenzoru se nachazi prstencovita clona

v ohniskové roviné objektivu se nachazi fazova deska s fazovym prstencem

e Obraz otvoru prstencovité clony kondenzorové se tvori po prechodu svétla pres
kondenzor a objektiv na fazovém prstenci fazové desky.

* Fazovy prstenec musi pokryvat zcela obraz stérbiny.

K presnému nastaveni se pouzivd centracnich Sroub, kterymi posunujeme
desticku s prstencovitou clonou (my osobné ted nedélame): Sefizeni — splynuti
obrazu clonky s fazovou destickou

http://www.olympusmicro.com/primer/java/phasecontrast/phasemicroscope/index.htmi

Phase Contrast Optical System Alignment

Universal
Swing-Lens
Condenser

ﬁ Phase Contrast Optical Components
Phase Contrast
Condenser 4 )

’ Top Lens ,Objectives
‘ Lens A |

Swing

Arm
| (@ (c) (e) ﬁ

Condenser
Annulus

Phase
Telescope —

T-Positior
= t
[d] Figure ] -:1'} Tuofretnn


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

* Vlozené prstence jsou obvykle prislusné k
objektivu.

* Pro fazovy kontrast oznaceny: Phl, Ph-2 atd.,
tyto udaje jsou téz na fazovych objektivech.

Objective Apertures and Phase Contrast Optics ’ _\ Phase Contrast Objective
QO00C : s
- | o J0.17.10 ear Aperture
: & N, - — Focal 1 i

Plane
4x (PhL) 10x (Ph1) 20x (Ph1)  40x (Ph2)
Positive Phase Plate Internal
- : Lens—i — - ! v 4
= _—ﬁq Element
Megative Phase Plate i
Objective + W
S—— ] arrel I
e : . Phase Plate
Condenser  gm phase Retarding Material : |
Annuli __ Partially Absorbing Material f_m“t Figure 4
Figure 5 — Glass (Lens Element) ens



Universal Condenser Turret Configuration

Darkfield DIC
Annulus Prism
Plate Slots
Brightfield
Position

Turret
Rotation

Figure 2 Thumbwheel

Phase Annulus Plates

Phase Condenser Annulus Plate Alignment

Adjustment Hex-Head
crew Phase Annulus Plate Screwdriver

Figure 3



* Kolem objektu vznika halo efekt

http://www.nobelprize.org/educational/physics/microscopes/phase/gall
ery/images/pcmg2.jpg

http://www.photomacrography.net/forum/userpix/435 Llyra_100x_PC_NH_1.jpg



Typy fazového kontrastu

» fazovy kontrast pozitivni e fazovy kontrast negativni
fazova deska v objektivu posunuje fazova deska v objektivu posunuje fazi
fazi primého vinéni vzhledem k primého vinéni vzhledem k vinéni
vinéni difrakénimu o + 90° (o +1/4A) difrakénimu 0 -90 (o -1/4A).
pozitivni fazovy kontrast negativni fazovy kontrast
Specimens in Positive and Negative Phase Contrast § § é ND filtr

ST

Shade-Off in Positive and Negative Phase Contrast

Positive Phase Megative Phase
Extended Contrast Contrast
Phase Specimen
(a) @ E
Figure 8 (c) (e)

Micredensitometry Intensity Profiles

L | N N

(b) (d) )

http://www.microscopyu.com/tutorials/java/phasecontrast/positiveneqgative/index.html



http://www.microscopyu.com/tutorials/java/phasecontrast/positivenegative/index.html

Ukazky fazového kontrastu

Onchocleidus similis Onchocleidus dispar

100x10 B | 100x10




Ukazky fazového kontrastu

Thylacicleidus sp.

2 Thylacicleidus serendipitus




Thylacicleidus
Sp. 2

(%))
S
s
<
S
O
s
=
I~

Thylacicleidus
serendipitus




https://encrypted-
tbn3.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQ20z3ZU0QiDsLa
k6FYRN066GGCVLXU17g2000fMSb5eOtqOBDe_



* Pozorujte (a zdokumentujte) ve fazovém
kontrastu a normalnim svétlém poli:

e Epitelovou bunku vnitrni strany tvare

4 WELL...YOU TOLD US ¥
o TO DRAW WHAT WE :
SEE UNPER THE
MICROSCOPE. !

e Rasy / Zivocichy z nalevu
* Epitel cibule

* Hacky monogenei

A B
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