Metody zvysujici kontrast zobrazeni ve sv  ételném mikroskopu

Tmavé pole (zastin )

Zatimco pfi pozorovani ve svétlém poli se snazime soustfedit vSechno svétlo kondenzorem do
roviny preparatu tak, aby na ni dopadalo kolmo, pfi pozorovani vtmavém poli musime upravit
kondenzor tak, aby z obrazu bylo vylou€eno svétlo, dopadajici pfimo do objektivu. Pozorované objekty
jsou tak osveétleny z boku a my pozorujeme pouze svétlo, které se na nich lame nebo odrazi.

Pro suché objektivy s numerickou aperturou do 0,65 neni tfeba zvlaStnich kondenzorl pro
tmavé pole, sta€i zastinit vystupni ¢ocku kondenzoru clonou pro tmavé pole. Pro pozorovani
v tmavém poli pfi velkém zvétSeni je nutno mikroskop doplnit specialnim kondenzorem pro tmaveé
pole.

Obr.1: Pokozka cibule - tmavé pole.

Fazovy kontrast

Prochazi-li svétlo prahlednym preparatem, ktery se od okolniho prostfedi IiSi jen tim, ze mé&
vySSi index lomu, pak je toto svétlo modulovano fazové a tuto zménu neni nad$ zrak schopen
zaregistrovat, tyto objekty se ndm jevi jako prahledné a bezstrukturni. Tyto vlastnosti ma vSak fada
biologickych objektd a je proto z&douci upravit mikroskop tak, aby tyto fazové objekty byly
v mikroskopu viditelné. Podstata fazové kontrastni mikroskopie spociva tedy v tom, ze fazové rozdily
svétla, které prosSlo objektem se pfevadi na zmény intenzity, tj. na rozdily amplitudové, které jsou jiz
okem viditelné.

Svétlo z osvétlovaciho systému mikroskopu prochazi kruhovou Stérbinou, ktera je umisténa
v predni ohniskové roviné kondenzoru. Svétlo prochazejici timto prstencem osvétluje objekt (preparat)
a projde jim bud caste¢né beze zmény (nedifraktované zareni), nebo ve struktufe preparatu dojde
k modulaci jeho faze ohybem a naslednému fazovému posunu (difraktované zareni). Obé svétla
dopadaji do objektivu. V objektivu, je pak umisténa fazova maska, ktera tvarem a velikosti odpovida
kondenzorové masce. Fazova maska méni fazi nedifraktovaného zareni o ¥4 vinové délky a vytvofi
tak kone¢ny fazovy rozdil potfebny pro pozorovani.
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Obr.2: Bacillus subtilis ve fazovém kontrastu.

PFi interferenci svételnych vin difraktovaného a nedifraktovaného zareni v obrazové roviné se
¢asti objektu, které riznym zplsobem méni fazi svétla projevi rlznou intenzitou svétla. Objekty s
vétSim indexem lomu se tak jevi tmavsi na svétlejSim pozadi, pfitom ¢im je objekt silngjsi, tim je
tmavsi. Takto ziskany obraz pozorovaného objektu se nazyva pozitivni fazovy kontrast, ktery se
vyuziva nejcastéji.
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Obr.2: Fazovy kontrast (PlasSek, 1995)
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Urcitym nedostatkem fazového kontrastu je existence tzv. halo efektu, coz je jasné zéfici
rozhrani mezi objektem a okolnim prostfedim, které vznika v disledku lomu svétla na sténach
mikroskopickych objektd, zejména kdyz jsou z materialu o vysokém indexu lomu. Pokud se chceme
vyhnout tomuto nepfijemnému efektu, musime pouzit Nomarského techniku.

Interferen €ni mikroskopie, Nomarského diferencialni interferen ¢ni kontrast (DIC)

Interferenéni mikroskopie je kontrastovaci metoda, ktera slouzi, podobné jako mikroskopie s
fazovym kontrastem, ke zvySovani kontrastu pfi pozorovani prihlednych a nezbarvenych objektd. V
tomto typu mikroskopu dochézi k rozkladu a znovuspojeni paprskl prochézejicich objektem.

Svétlo vychazejici z osvételovaci soustavy mikroskopu je polarizovano a nasledné rozdéleno
pomoci kondenzorového Wollastonova hranolu (v pozdéjSi modifikaci Nomarského hranolu). Tento
hranol déli plvodné linearné polarizované svétlo na dvé vzajemné kolmo polarizované slozky, které
z n&j odstupuji riznym smérem. Projdou-li tyto paprsky preparatem (fazovym objektem) vznikne mezi
obéma paprsky rozdil faze, zplsobeny strukturou fadzového objektu. Svétlo po prdchodu preparatem
projde objektivem do druhého Nomarského hranolu, umisténého nad objektivem v ramecku otoéného
nosi¢e objektivi. Objektivovy Nomarského hranol sklada zpét rozdvojené obrazové paprsky. Ve
spojeném svazku nastava interference svételnych vin, kterd zplsobi zmény v amplitudé vinéni. Takto
se zviditelni oblasti, kde existuji gradienty optické drahy zobrazujicich paprskd (optickd draha je
soucinem geometrické tloustky a indexu lomu objektu).
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Obr.3 : Sestava mikroskopu s vybavou DIC. (Optoteam, 2004)

V obraze se tak struktury s malym indexem lomu jevi jako prohlubné, struktury s vySSim
indexem lomu (jadro, mitochondrie) jako vyvySeniny. DIC tak umoZzfuje kontrastni az plastické
zobrazeni zivych bunék nebo jinych prahlednych, nebarvenych objektu, které jsou pfi pouZziti svétlého
pole obtizné pozorovatelé. Pfednosti této mikroskopie je také to, Zze obrazy jsou bez ruSivého halo
efektu.
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Obr.3: Chloroplasty v burikach mechu méfiku — DIC.
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