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Georges (Jerzy) Nomarski
(1919-1997)

analyzator \ Interference dvou laterainé

. posunutych obrazu a srovnani
Wollastonv hranol ¥ (4-0uych rozdill v celé plode obrazu

objektiv
preparat

vzniknou dva identicke obrazy objektu,

které jsou vuci sobé laterainé posunuty

ruzna tioustka preparatu = fazove rozdily
kondenzor

Wollastontv hranol < rozdéleni polarizovaného svétla na
dvé sloZky

polarizator
T |ineami polarizace svétla

Specialni mikroskopicka

technika oznacovana jako
diferencialni interferencni
kontrast podle Nomarského Ci
Nomarského interferencni
kontrast byla vyvinuta polskym
fyzikem a optikem Georgesem
(Jerzy) Nomarskim (1919 —
1997), ktery Zil a pracoval ve
Francii.

Nomarski vytvoril Nomarskiho
hranol, modifikaci
Wollastonovych hranold.

Navrzené hranoly pak pouzil v
mikroskopu misto
Wollastonovych hranold.



Polarizace sveétla v mikroskopu s DIC/NIC

45° Polarised

Unpolarised

Polarizing Filter (45°) -
Prepares light for the
first Wollaston prism.

0° Polarised

Wollaston Prism - Condenser Lens
Separates incoming
light into perpendicular

polarised components.

90° Polarised

0° Polarised

Sample & Slide

90° Polarised

Phase shifted

by sample.

135° Polarised 135° Polarised

Polarizing Filter (135°) -
Removes directly
transmitted light.

Objective Lens

Wollaston Prism -
Recombines incoming
perpendicular polarised
light into the same
polarisation (phase
difference converted

to amplitude).



Technika Nomarského
interferencniho kontrastu

U Do upraveného mikroskopu vstupuje nepolarizované svétlo,

O polarizatorem umisténym pod kondenzorem je polarizovano (45°),

O nasleduje prachod prvnim Nomarského hranolem,

O vstupujici svételny paprsek polarizovaného svétla je rozdélen na dva

paprsky, polarizované v Uhlu 90° k sobé, nasledné jsou kondenzorem oba
paprsky zaméreny tak, aby ve sledovaném vzorku prochazely dvéma
sousednimi body, ve vzddlenosti 0,2 um,

pfi prichodu sledovanym vzorkem se vinova draha prochazejicich
paprski méni v souladu s rznou tloustkou pozorovaného objektu,
sklonem a indexem lomu vzorku,

po prichodu ¢ockou objektivu jsou paprsky dale smérovany na druhy
Nomarského hranol a na druhy polarizator (ozna¢ovany jako analyzator),
ktery zajistuje interferenci paprska,

protoZe na zacatku doslo k rozdéleni paprsku polarizovaného svétla
hranolem vznikaji dva identické obrazy objektu, které jsou v(ci sobé
lateralné posunuty.



Mikroskopicke pozorovani
kvaSi HEk * Prostorové pozorovani

pomoci pseudo 3D
efektu,

Obraz vypada jako Sikmo
osvetleny 3D objekt
(opticky reliéf)

Obraz netrpi ,halo“
efektem
charakteristickym pro
mikroskopické obrazy s
fazovym kontrastem




Mikroskopické « Mikrofotografie kultury
Haematococcus pluvialis

ted:l/ﬂ | ky DIC/NIC, prochazejiciho svétla a
Proc D|C/|\| 1IC? temného pole







Vlyhody a nevyhody pouziti

byt velmi mala

hloubka ostrosti (0,25 mm) nemoznost

presného promérovani objektd a vyssi
porizovaci naklady na mikroskop




Mikroskopické vybaveni

* Mikroskop Olympus BX 53 s LED osvétlenim a modularnimi
komponentami pro temné pole, fazovy kontrast a
diferencialni interferencni kontrast.

e Barevna kamera DP 74, ktera podporuje pokrocilé funkce
pro pofrizovani vysoce kvalitnich snimkt mikroskopovanych
vzorkd.

e K digitalizaci obrazu a dokumentaci pouzivame software
cellSense Entry.

* Pro mikroskopovani pripravujeme nativni preparaty pro
jednotliva mikroskopicka pozorovani, pripravené z prirodnich
zdroju Ci kultur, ziskanych ze sbirek mikroorganismu.

* Mikrofotografie dale neupravujeme a nekorigujeme pomoci
softwaru.




Nativni preparaty byly pripraveny z kultur sinic a ras a
z vzork( z vody z pfirodnich zdroju

Zastoupené mikroorganismy ve vzorcich:

eCyanobakterie — rody Microcystis, Anabaena, Anizomenon, Oscillatoria, Nostoc
eRozsivky — Navicula sp., Pinnularia sp., Cymbella sp., Fragilaria sp.

oZlativky — Synura sp.

*Obrnénky — Peridinium sp.

eKrasnoocka — Euglena sp., Phacus sp., Lepocinclis sp.

eZelené rasy — Haematococcus sp., Chlorella sp., Desmodesmus sp., Pediastrum sp., Spirogyra sp., Mougeotia
sp., Micrasterias sp., Closterium sp., Cosmarium sp.

*Prvoci, bicikovci, ménavky, kryténky, nalevnici
eMnohobunécéné mikroorganismy — vitnici, drobni korysi



Mikroskopicka
pozorovani jejich
povrchovych i vnitrnich
struktur — nativni
preparat kultury
cyanobakterii Oscillatoria
sp., Nostoc sp.

a nativni preparat rasove
kultury Scenedesmus
quadricauda
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Mikroskopicka
pozorovani povrchovych Prvok ze tfidy krdsnoolek Euglenoidea s pozorovatelnymi

a vnitrnich struktur paramylonovymi télisky




Vizualizace nezbarvenych pohybujicich se
mikroorganismu méenavky z Celedi Amoebidae a
virnik celedi Colurellidae




Fotodokumentace

Nomarského diferencialni
interferencni kontrast (DIC/NIC)
|ze velmi dobre uplatnit pri
mikroskopovani a rychlé detekci
mikroskopovanych objekt( a
mikroorganismd, a také
kontaminaci v mikroskopickych
preparatech.

| pres vyssi cenu mikroskopického
vybaveni lze doporucit porizeni
této specialni techniky pro
pracovisté zabyvaijici se
vodarenskou biologii, zejména v
ramci zajisténi fotodokumentace
mikroorganismu.




Literatura

1)

2)
3)
4)
5)

6)
7)

8)

9)

Abramowitz M., Davidson M. W.: Differential Interference Contrast — Introduction - https://www.olympus-
lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/dic/dicoverview/

Interferencni mikroskopie - https://www.mikroskop-mikroskopy.cz/interferencni-kontrast/

https://en.wikipedia.org/wiki/Differential_interference contrast_microscopy#/media/File:DIC_Light_Path.png

https://en.wikipedia.org/wiki/Differential interference contrast microscopy#/media/File:DIC Example.png

https://dokumenty.upce.cz/FCHT/kbbv-vk/opt.mikr.met.ve-zdra./metody-zvysujici-kontrast-zobrazeni-ve-
svetelnem-mikroskopu.pdf

Plasek J. Reischig J.: Kontrast v optické mikroskopii, Vesmir, 11/1995, 683, 1995

Valova P.: prednaska - Specialni mikroskopické metody,
https://www.prf.upol.cz/fileadmin/userdata/PrF/katedry/kbb/Dokumenty/Materialy k vyuce/mik 3-
1 Specialni mikroskopicke metody 2018.pdf

https://micro.magnet.fsu.edu/optics/timeline/people/antiqueimages/nomarski.jpg

Autorkou veskerych pouzitych mikrofotografii mikroorganism( v prezentaci je V. Vymétalova.


https://www.mikroskop-mikroskopy.cz/interferencni-kontrast/
https://en.wikipedia.org/wiki/Differential_interference_contrast_microscopy#/media/File:DIC_Example.png
https://dokumenty.upce.cz/FCHT/kbbv-vk/opt.mikr.met.ve-zdra./metody-zvysujici-kontrast-zobrazeni-ve-svetelnem-mikroskopu.pdf
https://www.prf.upol.cz/fileadmin/userdata/PrF/katedry/kbb/Dokumenty/Materialy_k_vyuce/mik_3-1_Specialni_mikroskopicke_metody_2018.pdf

Dékuji Vam
Za pozornost!




