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1. Das saubere Mikroskop:

Wie stellt man Verschmutzungen fest?

Um Verschmutzungen auf optischen Oberflachen erkennen zu kdnnen, sollten Sie
wissen, welches beste Ergebnis mit einem bestimmten Mikroskopier-Verfahren
und einer bestimmten Anwendung zu erwarten ist. Wenn Sie dann

Ihre Erwartung in Bezug auf maximale Schéarfe, besten Kontrast und das Fehlen
von Verschmutzungsanzeichen im Bild mit dem visuellen Bild vergleichen, werden
Sie sofort erkennen, ob eine Verschmutzung lhres Mikroskops vorliegt oder nicht.
Sind Bildschéarfe oder Kontrast nicht optimal, so ist Ihre Mikroskop-Optik mit
grolRer Wahrscheinlichkeit unsauber. Um den Ort der Verschmutzung
festzustellen, gehen Sie bitte wie folgt vor:

e Drehen Sie die Objektive und Kameras vorsichtig um einen geringen
Betrag innerhalb ihres Gewindes.

e Prufen Sie Deckglas und Objekttrager, indem Sie das Préaparat bewegen
und nacheinander auf die obere und die untere Begrenzungsflache
fokussieren.

e Prifen Sie den Kondensor, indem Sie ihn auf- und ab- bewegen und die
Frontlinse nach Moglichkeit ein wenig aus und einschwenken bzw. drehen.

Wenn Sie ein verdachtiges optisches Bauteil bewegen und der Schmutz dieser
Bewegung folgt, so ist damit die verschmutzte optische Oberflache identifiziert.
Die einzige Ausnahme von dieser Regel betrifft die Kamera: Schmutz innerhalb
der Kamera dreht sich im Bild nicht mit, wenn Sie die Kamera drehen! Eine
makroskopische Prifung auf grol3ere Staubteilchen und Kratzer auf optischen
Oberflachen kdnnen Sie mit einer Lupe (VergrofRerung 3—6fach) oder eines
umgekehrt gehaltenen Okulars vornehmen. Verunreinigungen auf der Frontlinse
von Objektiven sind leicht feststellbar, wenn man von der Rickseite her gegen
eine gleichméanRig helle Flache in das Objektiv hineinsieht:

Die inneren Linsenglieder erzeugen ein vergroRertes Bild auch der geringsten
Unsauberkeit auf der Vorderflache der Frontlinse. Die Endkontrolle sollte immer in
einer Beurteilung der erreichten Verbesserung der Bildqualitat bestehen.

Verschmutzungen richtig beseitigen:

Eine saubere Optik im Mikroskop ist die Voraussetzung fir erfolgreiches
Mikroskopieren und einwandfreie Bilder. Im Lauf von Jahrzehnten wurden viele
verschiedene Reinigungsverfahren empfohlen. Zahlreiche Nutzer sind unsicher,
mit welchem dieser Verfahren die besten Ergebnisse erzielt werden kénnen.
Die Auswahl des besten Reinigungsverfahrens richtet sich nach der Art der
optischen Oberflache und der Art der zu entfernenden Verunreinigungen.
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e Isopropanol 70% Losung und Papiertiicher fur alle Optiken und den
Mikroskopisch.

e Ein Fensterleder um die Okulare und Objektive nach dem Reinigen zu
trocknen.

e Kunststoffreiniger und Papierticher fur das Mikroskop Gehéause.

2. Den Arbeitsplatz richtig gestalten:

Achten Sie darauf, dass keine ungunstigen Zwangshaltungen fur das
Mikroskopieren eingenommen werden missen. Fur das mikroskopische Arbeiten
ist intensives Gegenlicht ungunstig - ein Nordfenster ist folglich immer besser
geeignet als ein nach Suden exponiertes Fenster.

Richtige Stuhleinstellung:

Auf die richtige Hohe kommt es an!

e Gute Stuhleinstellung
e Tischhothe: ca. 2-6 cm hoher als der Arm
e Korper anliegende Ellenbogen.
(bei entspannten Schultern)
e Das Kinn ist moglichst horizontal
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3. Mechanischer Aufbau:

Ist von Mikroskopen die Rede, so wird darunter meist die Bauform

des Durchlichtmikroskops verstanden. Bei diesem Mikroskop Typ wird ein
Préparat von unten beleuchtet.

Auf dem Praparat befindet sich in der Regel ein sehr dinnes Glasplattchen, das
Deckglas. Mit dem Durchlichtmikroskop kénnen sinnvolle Vergrof3erungen bis
etwa 1000x erreicht werden.

Tubus
Ohijektivrevolver————— - ' i Stativ
Ohjektiv / \ !
Kreuztisch mit— il '
S Gehause mit

Praparathalter
—Beleuchtung

Kondensar {Halogen 100 W)
Fokussiertrieb
{GrobiFein)
Tischtriebknépfe

Leuchtfeld-

hlende

\/—Stativfufs
Tubus mit

Okularen

Objektiv

Ohjekttisch
(hier befindet sich
das Praparat)

Lichtquelle
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Das Okular:
Die heute gangigen Mikroskope werden auch als "zusammengesetzte
Mikroskope" bezeichnet. Zusammengesetzt deshalb, weil die VergréRerung in
zwei Stufen erfolgt. Das vom Objektiv erzeugte Zwischenbild wird in einer zweiten
VergroRerungsstufe durch das Okular nach vergréf3ert. Prinzipiell ist
das Okular nichts anderes als eine Lupe, mit welcher der Benutzer das
Zwischenbild beobachtet. Dabei sind die Okulare der Hersteller jeweils fiir die
eigenen Objektivserien optimiert. Es empfiehlt sich deshalb keinesfalls Objektive
und Okulare verschiedener Hersteller zu kombinieren.

Der Tubus:
Zwei Okulare: ein dreidimensionales Stereobild?
Wenn ein Mikroskop mit einem drehbaren Objektivrevolver ausgestattet ist, mit
dem jeweils ein einzelnes Objektiv in den Strahlengang geschwenkt werden kann,
ist es auch dann, wenn es einen ,zweidugigen® Einblick hat, kein
Stereomikroskop, mit dem man ein Objekt plastisch, dreidimensional sieht.
Es ist ein ,normales” Mikroskop; bei ihm liefert jeweils ein einziges Objektiv einen
einzigen Strahlengang mit einem einzigen Bild, das lediglich zum bequemeren
Beobachten mit einem Teilerprisma in zwei Strahlengénge fir zwei Okulare
aufgespaltet wird.
Beim Stereomikroskop, auch Stereo- oder Binokularlupe und Prapariermikroskop
genannt, liefern zwei Objektive zwei unterschiedliche Bilder in zwei getrennten
Strahlengangen fir beide Okulare und beide Augen.
Ein Mikroskop hat — je nach vorhandenen Objektiven — einen
VergroRerungsbereich von etwa 25- bis 1.300fach.
Beim Stereomikroskop liegt der Vergro3erungsbereich in der Regel zwischen 6-
und 40fach bzw. verninftigerweise nicht Gber 100fach.

Objektiv:
Das Objektiv ist das eigentliche bilderzeugende Element eines Mikroskops. Meist
besitzen Mikroskope mehrere unterschiedlich stark vergréRernde bzw. auflosende
Objektive, die durch eine Wechselvorrichtung, den Objektivrevolver wahlweise fur
die mikroskopische Untersuchung eingesetzt werden kdnnen.

Kondensor:
Unter dem Praparat befindet sich ein Linsensystem vor dem noch eine
verstellbare Irisblende (=Aperturblende; nur bei Hellfeld-Kondensoren - bei
Dunkelfeld-Kondensoren fehlt eine Aperturblende) angebracht ist.
Diese Bauteile werden im Kondensor zu einer Einheit zusammengefasst. Das
Mikroskoplicht durchlauft, bevor es auf das Préaparat trifft, zunachst diesen
Kondensor. Die Funktion des Kondensors besteht in der optimalen "Aufbereitung”
und Anpassung des Mikroskopierlichts.
Die Beleuchtung eines Mikroskops besteht somit aus einer Lichtquelle (z.B.
Halogen-Lampe) und dem Kondensor. Die Lichtquelle sorgt fur die nétige
Helligkeit ("Lichtquantitat"), der Kondensor fur die notwendige Lichtfiihrung
("Lichtqualitat™).
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Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Am Beobachtungstubus missen Augenabstand und Dioptrien Ausgleich
individuell angepasst werden. Nur bei optimal angepasstem Tubus ist
entspanntes, ermidungsfreies Beobachten méglich.

4. Den Augenabstand der Okulare
richtig einstellen:

Die Einblickstutzen der Okulare sind gegeneinander beweglich (wie bet einem
Fernglas). Der Abstand zwischen den Einblickstutzen wird nun so eingestellt, dass
beim Beobachten mit beiden Augen ein absolut rundes Gesichtsfeld entsteht.

Beobachtungstubus

o)

Einblickstutzen mit Qlkularen

ﬁalsch: " _ richtig:
doppeltes" Gesichtsfeld rundes Gesichtsfeld

Nachfolgend muss noch der Dioptrien Ausgleich optimal eingestellt werden.
Zumeist befindet sich der dafiir notwendige Ausgleichsring am linken
Okularstutzen. Fir diese Einstellung wird ein Praparat unter das Mikroskop
gelegt.

23 Q
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5. Den Dioptrienausgleich einstellen:

Schritt 1: mit dem rechten Auge in das rechte Okular blicken und mit dem Triebknopf scharf
einstellen - linkes Auge dabei geschlossen halten.

Die
Kohlersche
Beleuchtung

Die
Kéhlersche
Beleuchtung
einstellen

Schritt 2: mit dem linken Auge nun durch das linke Okular im Tubus mit dem
Dioptrienausgleichsring blicken - rechtes Auge dabet geschlossen halten. Solange am
Ausgleichsring drehen bis das Bild ebenfalls scharf erscheint.

Crehen

Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Wenn mehrere Benutzer mit dem Mikroskop mikroskopieren, mussen diese
Anpassungen bei jedem Wechsel durchgefiihrt werden. Auch wenn nur ein
Benutzer mit dem Gerat mikroskopiert, sollte regelmafig die richtige
Einstellung des Mikroskops tUberpruft werden.
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6. Einstellregeln fiir Mikroskope ohne
Kohlersche Beleuchtung:

Voraussetzungen fur die Einstellung Kéhlerscher Beleuchtung:
e Eingebaute Beleuchtung mit Kollektorlinse.
e Eingebaute Leuchtfeldblende im Stativful3.
e Hohenverstellbarer und zentrierbarer Kondensor mit verstellbarer
Aperturblende.

Manche Mikroskope verfligen nicht Uber die aufgefihrten Voraussetzungen und
die Kohlersche Beleuchtung ist mit diesen Geraten nicht realisierbar.

Wenn der Kondensor eines derartigen Gerates hdhenverstellbar ist, so bringt man
thn in die hdchste Position. Man spricht dann von der kritischen Beleuchtung.
Erscheint dann der Untergrund im mikroskopischen Bild nicht gleichmaBig
ausgeleuchtet, so wird der Kondensor so weit gesenkt, bis die Ausleuchtung
befriedigend ist.

Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Je grofller das Auflosungsvermogen und damit zumeist auch der
Abbildungsmaldstab eines Objektivs ist, desto weiter wird die Aperturblende
geoffnet.

Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Die Bildhelligkeit wird nie mit dem Kondensor eingestellt. Beim Schliel3en
der Aperturblende nimmt zwar auch die Helligkeit ab, dies ist jedoch nur ein
Nebeneffekt. Die Regulierung der Helligkeit erfolgt mit dem eingebauten
Helligkeitsregler oder durch Filter

7.  Einstellung der Kohlerschen
Beleuchtung:

Vorbereitung vor dem Kohlern:

e 4x Objektiv einschwenken
Phasenkontrast ausschalten
Streulichtfilter wenn vorhanden entfernen
POL Filter wenn vorhanden entfernen
Okulare richtig eingestellt?
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Kondensor durch den Kondensortrieb in eine Position direkt unter dem Objekttisch
bringen und Leuchtfeldblende komplett 6ffnen.

Beleuchtung einschalten und das mit dem Deckglas nach oben aufgelegte Praparat
fokussieren.
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Leuchtfeldblende im StativfuB ganz schlieBen - beim Blick in das Mikroskop erscheint ein
unscharfes Bild der Blende. Wenn das mikroskopische Bild véllig dunkel wird, so
befindet sich das Bild der Leuchtfeldblende auBerhalb des Gesichtsfeldes und muss
durch die Zentrierschrauben des Kondensors in das Gesichtsfeld gebracht werden.

Leuchtfeldblende ca. zur Halfte 6ffnen
Kondensor so lange in der Hohe verstellen, bis das Bild der Leuchtfeldblende scharf im

Gesichtsfeld erscheint.




_

' 1'Service

Optical Technolo9¥*

Mit den Zentrierschrauben des Kondensortragers das Bild der Leuchtfeldblende in die
Mitte des Gesichtsfeldes bringen.

Leuchtfeldblende so weit 6ffnen, bis sie gerade aus dem Gesichtsfeld verschwindet -
wenn notwendig mit den Zentrierschrauben des Kondensortragers leicht nachzentrieren.
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Mit der Aperturblende des Kondensors den optimalen Kompromiss aus Kontrast und
Auflosung fur das mikroskopische Bild einstellen. Wenn man das Okular entfernt und in
den Tubus blickt, so sollte etwa der Durchmesser der dann sichtbaren Aperturblende
etwa 2/3 des Pupillendurchmessers ausmachen.

23 des
Fupillendurchmessers

o ‘m‘&
A
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8. Richtige Einstellung der
Aperturblende

Die Stellung der Aperturblende kann kontrolliert werden, wenn man das Okular
aus dem Stutzen zieht und in den Tubus blickt. Je nach Grad der Abblendung
sieht man hierbei ein Bild der Aperturblende. Dieses Bild entsteht im Bereich der
sogenannten Austrittspupille des Objektivs. Zumeist erhalt man das beste
mikroskopische Bild, wenn die Aperturblende soweit geschlossen wird, dass noch
etwa 2/3 des Pupillendurchmessers zu sehen ist. Wie weit abgeblendet werden
muss hangt entscheidend von der Charakteristik des Praparates ab. Handelt es
sich beispielsweise um ein gefarbtes und deshalb kontrastreiches Préaparat, so
kann die Blende weiter getffnet werden und man kann das Auflésungsverméogen
des Objektivs besser ausnutzen.

1. Richtige Einstellung der Aperturblende

Blick in den Tubus-Stutzen )
(Okular entfernt) Blick durch das Okular

" -

2. Richtige Einstellung der Aperturblende

Blick in den Tubus-Stutzen .
(Okular entfernt) Blick durch das Okular
N,
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3. Richtige Einstellung der Aperturblende

Blick in den Tubus-Stutzen .
(Okular entfernt) Blick durch das Okular

Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Mit zunehmender Routine findet man die richtige Stellung der Aperturblende
ohne das Okular aus dem Tubus zu entfernen. Man sollte dann das Okular
immer im Stutzen belassen, da mit jedem Herausziehen auch die Gefahr
besteht, dass Schmutz und Staub in den Tubus hineinfallen. Bei modernen
und hoher korrigierten Objektiven muss die Aperturblende meist nicht mehr
so stark geschlossen werden und man erreicht somit eine verbesserte
Auflésung.

9. Messen mit dem Mikroskop:

Bereits ohne Hilfsmittel ist es mdglich, die Gro3e von Objekten im
mikroskopischen Bild abzuschéatzen.

Hierzu muss zunachst der Durchmesser des tatsachlich Gberblickten Objektfeldes
aus der Sehfeldzahl des Okulars und der Mal3stabszahl des Objektivs ermittelt
werden.

Dazu teilt man die Sehfeldzahl durch die Mal3stabszahl des gerade verwendeten
Objektivs.

Objektiv 40X und Okular mit einer Sehfeldzahl von 20mm
==> D = 20mm/40 = 0.5mm
Aus dem nun berechneten Durchmesser des Objektfeldes kann man
annaherungsweise die Grol3e von Objekten im Praparat abschatzen.
Die exakte mikroskopische LAngenmessung erfolgt durch spezielle Messokulare.

Bei derartigen Okularen ist im Bereich der Zwischenbildebenen ein sogenanntes
Okularmikrometer auf einem ansonsten voéllig transparenten Glasplattchen

4 !E 12 von 36
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angebracht. Dadurch erscheinen Mikrometer und Praparat gleichzeitig scharf im
mikroskopischen Bild.

Die Errechnung und Einstellung der VergréBerung:

Um die VergroRerung zu erhalten, brauchen Sie nur den Faktor des Okulars mit
dem Faktor des Objektives, den sie gerade auf den Objekttrager geschwenkt
haben, zu multiplizieren. Zwei Beispiele sollen dies verdeutlichen:

Okular 10x mal Objektiv 10x
Okular 15x mal Objektiv 45x

VergrofRerung 100fach
Vergrol3erung 675fach

710. Kalibrieren eines Messokulars:

Kalibrierintervalle:
Der Abstand zwischen zwei Kalibrierungen fir Mess- und Prifmittel wird als
Kalibrierintervall bezeichnet und muss vom Anwender gemal seiner
Anforderungen selbst festgelegt und Gberwacht werden. Wesentliche Punkte fur
die Festlegung des Intervalls sind:

e MessgroRRe und zulassiges Toleranzband

e Beanspruchung, Einsatzhaufigkeit, Umgebungsbedingungen der Mess-

und Prufmittel

e Stabilitat der zurtckliegenden Kalibrierungen

e benottigte Messgenauigkeit

e firmenspezifische Anforderungen des Qualitatssicherungssystems

Fur den Einsatz unter normalen Bedingungen gilt ein Kalibrierintervall zwischen
ein bis zwei Jahren als Richtwert. Fir Messmittel, die zur regelmafigen
Begutachtung, Uberpriifung der Arbeitssicherheit, Qualitatssicherung von
Produkten und Dienstleistungen sowie unter extremen Bedingungen eingesetzt
werden, empfiehlt sich die Kalibrierung nach einem Jahr.

Kalibrieren des Okularmikrometers:

Bevor man mit einem Messokular exakte Messungen ausfiihren kann, muss
zuerst eine Kalibrierung mit einem geeichten Objektmikrometer erfolgen.
Durch diese Kalibrierung erhalt man den Mikrometerwert fir das Messokular.

Der Mikrometerwert gibt an, wie grof3 der Abstand zwischen zwei Teilstrichen des
Mikrometers im Pré&parat ist. Ein Objektmikrometer besteht aus einem
herkdmmlichen Objekttrager, auf dem eine zumeist 1 mm lange, aus 100
Teilstrichen bestehende Skala aufgebracht ist. Der Abstand zwischen 2
Teilstrichen betragt somit genau 10um.

lg 13 von 36
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Der Objektmikrometer muss fur den Eichvorgang zunachst genau wie ein
Praparat auf den Objekttisch gebracht werden. Die Eichung erfolgt dann nach der
Fokussierung des Objektmikrometers durch das Okular.

Akkreditierte Kalibrierung (DAkkS Kalibrierung)

Die Deutsche Akkreditierungsstelle GmbH (DAKKS) ist die nationale
Akkreditierungsstelle der Bundesrepublik Deutschland, unter anderem zur
Begutachtung, Akkreditierung und Uberwachung von Prif- und
Kalibrierlaboratorien nach DIN EN ISO/IEC 17025. Die Norm beinhaltet
Forderungen an die technische und fachliche Befahigung des Laboratoriums
sowie dessen Qualitatsmanagementsystem.

DAkkS-Kalibrierscheine kénnen nur tber die im QM-Handbuch beschriebenen
und vom DAKKS veroffentlichten Messgro3en des akkreditierten Kalibrierlabors
ausgestellt werden. Durch regelméafiige externe Begutachtung und
Reakkreditierung wird ein hohes Qualitatsniveau gewahrleistet, das im
Wesentlichen durch riickgefiihrte Normale, definierte Umgebungsbedingungen
und Messverfahren sowie qualifiziertes Personal erreicht wird. Der hohe
Verfahrens- und Personalaufwand fiihrt zu hochprazisen Messergebnissen,
spiegelt sich jedoch auch in erhéhten Kosten fur die Kalibrierung wieder.

Ein zusatzlicher Vorteil fur die akkreditierte Kalibrierung besteht durch die
weltweite Anerkennung der DAkkS-Kalibrierscheine. Sie ist zurtickzufuhren auf
multilaterale Abkommen zur gegenseitigen Anerkennung der
Akkreditierungssysteme, die die européaische Dachorganisation European
Cooperation For Accreditation (EA) mit der internationalen Vereinigung
International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) getroffen hat.

¢ | @
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Der Unterschied zwischen Kalibrieren und Justieren

Haufig werden im taglichen Gebrauch die Begriffe kalibrieren und jus-
tieren nicht konsequent voneinander unterschieden.

Kalibrieren bedeutet die Abweichung des Messwerts eines Messgerats
zu einem riickgefihrten, hochgenauen Normal zu ermitteln und zu do-
kumentieren. Dabel wird unter festgelegten Referenzbedingungen und
reproduzierbaren Messverfahren der Messwert eines Messgerats mit
dem bekannten Wert eines Normals verglichen. Kalibrieren ist kein Ein-
griff in das Messgerat, es bleibt unverdndert.

Riickfiihrbarkeit einer Kalibrierung bedeutet, dass vom aktuellen
Priifling bis zum nationalen Normal der Messgrdfie, die Kalibrierkette
nachvollziehbar dokumentiert ist. Die Ruickfuhrbarkeit von Messergeb-
nissen wird durch die metrologische Infrastruktur eines Landes sicher-
gestellt

Justieren bedeutet das Einstellen oder Abgleichen eines Messgerates,
um systematische Messabweichungen zu beseitigen. Dabei wird unter
festgelegten Referenzbedingungen der Messwert eines Messgerats
auf den bekannten Wert eines Normals eingestellt. Justieren ist immer
ein Eingniff, der das Messgerat bleibend verandert.
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Kalibrieren des Okularmikrometers

Bel diesem Beispiel entsprechen
10 Teilstrichen des
Okularmikrometers 4 Teilstriche
des Objektmikrometers (=40um),
der Gesamtlange der

. Mikrometerskala des Okulars
Okularmikrometer entsprechen somit 400pm in

10 ED 30 40 50 B0 70 80 90 ‘ einem Praparat.

Objektmikrometer

Nach erfolgter Kalibrierung des Okularmikrometers kdnnen Strecken in einem
Préaparat ausgemessen werden. Dazu entfernt man den Objektmikrometer
vom Objekttisch des Mikroskops und bringt den Objekttrager mit dem
Praparat auf dem Objekttisch auf.

Blick durch das Messokular

Praparat und Mikrometer
erscheinen gleichzeitig scharf im
mikroskopischen Bild. Die Zelle
im linken Bereich des
Okularmikrometers besitzt eine
Lange von 30 Teilstrichen. Gemal
obiger Eichung ware diese Zelle
also 120 ym lang.
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Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:
Steht zwar ein Messokular, nicht jedoch ein Objektmikrometer zur
Verfuigung, so kann man sich mit der folgenden Uberlegung weiterhelfen.

Der Abbildungsmalfistab eines Objektivs ist bekannt. Gleichzeitig besteht
die normalerweise 10mm lange Skala des Okularmikrometers aus 100
Teilen. Deshalb muss der Abstand zwischen 2 Teilstrichen des
Okularmikrometers 10/100 = 0,1mm (= 100um) betragen.

Teilt man nun diesen Wert durch die Mal3stabszahl des jeweiligen Objektivs,
so erhalt man ebenfalls den Mikrometerwert. Fir ein Objektiv 40X wirde der
Mikrometerwert beispielsweise 100um/40 = 2,5um betragen.

Der so ermittelte Mikrometerwert ist natrlich nicht ganz so genau wie der
durch eine exakte Kalibrierung mit einem Objektmikrometer erhaltene Wert.

Dennoch durfte diese Methode fur die meisten Zwecke hinreichend genau
sein.

11. Handhabung des Phasenkontrast-
Mikroskops:

Bevor man den Phasenkontrast anwendet wird das Préaparat zuerst normal im
Hellfeld eingestellt und das Mikroskop gekdhlert. Die Kéhlersche
Beleuchtung ist beim Phasenkontrast besonders wichtig, da sonst die
Ringblende nicht in der hinteren Brennebene des Objektives, wo sich auch
der Phasenring befindet, abgebildet wird und die beiden Ringe kdnnten nicht
zur Deckung gebracht werden.

Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Immersionsobjektive mit Phasenring liefern im Hellfeld ein deutlich
schlechteres Bild als Objektive ohne Phasenring — daher diese Objektive
wenn maoglich nicht fir Untersuchungen im Hellfeld verwenden.
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a. Phasenpraparat im Hellfeld

Das Bild ist sehr kontrastschwach und Einzelheiten sind kaum
erkennbar.

Nachfolgend wird die zum Objektiv gehdrende Phasenblende am Kondensor
eingeschaltet.

b. Die Phasenblende justieren

Die Justierung der Phasenblende ist nicht jedes Mal bei der Einstellung des Phasenkontrasts
erforderlich. Sie erfolgt bei: Erstmaliger Benutzung des Phasenkontrast-Mikroskops

Fir ein optimales Bild missen die Ringblende und der Phasenring genau ubereinander
liegen.
Um dies zu kontrollieren wird ein so genanntes Einstellfernrohr verwendet.
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Okular \#’

+—Tubhus

Das Okular aus dem Okularstutzen entfernen.

Hilfsrikrosk
ifsmi rn:uglup 4%’
»

Das Hilfsmikroskop in den Okularstutzen
schieben.

Mit dem Hilfsmikroskop die hintere Brennebene
des Objektivs fokussieren (es miissen dann
sowohl das helle Bild der Phasenringblende als
auch der dunkle Phasenring des Objektivs scharf
erkennbar sein).

Mit den Zentrierschrauben des Kondensors das
Bild der Phasenringblende (hell) und den
Phasenring des Objektivs (dunkel) zur Deckung
bringen (Zentrierschrauben des Kondensors
nicht mit der Zentriervorrichtung des
Kondensortrégers verwechseln!).

Das Bild der hellen Phasenringblende muss
komplett vom Phasenring Giberdeckt werden.
Danach wird das Hilfsmikroskop wieder gegen
das Okular ausgetauscht.
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Nun wird das Einstellfernrohr wieder gegen das
Okular ausgetauscht.

Ist die Phasenblende justiert und der
Phasenkontrast nach Einschalten der zum
Objektiv gehdrenden Ringblende richtig
eingestellt, so erscheint das mikroskopische Bild
nun kontrastreich und das Praparat kann im
Phasenkontrast untersucht werden.

Das Prédparat erscheint nun kontrastreich und
Details - wie die beiden Zellkerne - werden
deutlich erkennbar.

Der Phasenkontrast-Kondensor fur die Baureihe BH2 von Olympus
beinhaltet beispielsweise Phasenblenden fur die Objektive 10X, 20X, 40X
und 100X. Die vorangehend beschriebenen Schritte der Justierung mussen
dann fir alle vier Kombinationen aus Phasenblende und zugehérigem
Objektiv durchgefihrt werden.
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Mogliche Probleme beim Phasenkontrast:

e Lassen sich bei der Justierung Phasenringblende und Phasenring
nicht zur Uberdeckung bringen, so passen Objektiv und Ringblende
nicht zusammen. Dies ist zum Beispiel dann der Fall, wenn sich die
Ringblende fir ein Objektiv 10X im Strahlengang befindet, aber
gleichzeitig das Objektiv 40X am Objektivrevolver eingeschaltet ist.

e Kann man mit dem Zentrierfernrohr den dunklen Phasenring des
Objektivs nicht sehen, so befindet sich méglicherweise kein
Phasenkontrast- sondern ein normales Hellfeld-Objektiv im
Strahlengang - dies kann besonders dann passieren, wenn
gleichzeitig Phasenkontrast- und Hellfeld-Objektive mit der gleichen
Mal3stabszahl am Objektivrevolver montiert sind.

e Erscheint das mikroskopische Bild vollig dunkel, so ist die am
Kondensor befindliche Aperturblende moglicherweise geschlossen.
Die Aperturblende hat bei der Beobachtung im Phasenkontrast keine
Funktion und sollte ganz getffnet werden

12. Probleme beim Mikroskopieren
und die Losung:

Problem-Beschreibung:

Es wird das Trockenobjektiv 40-fach eingesetzt. Das mikroskopische Bild eines
fixierten Ausstrichs wirkt hierbei sehr kontrastschwach. Durch Schlie3en der
Aperturblende lasst sich keine Abhilfe erreichen.

Lésung:

Hochauflésende Trockenobjektive liefern in der Regel nur bei der Benutzung
eines Deckgléaschens mit der Dicke von 0.17 mm ein gutes mikroskopisches Bild.
Diese Objektive sind also zur Untersuchung von Ausstrichen ohne Deckglas nicht
geeignet. Zur Abhilfe kann man auch auf das fixierte Praparat ein Deckglas
auflegen. Die Bildqualitat verbessert sich dadurch erheblich. Dennoch wird man
meistens zur Detailuntersuchung auf ein Immersionsobjektiv 100-fach
zuruckgreifen. Diese Objektive kann man, ahnlich wie das schwach auflosende
Objektiv 10-fach, ohne Deckglas einsetzen.

i B Q
‘ 21 von 36



TTService

Optical Technolo9¥*

Fehlendes Deckglas bei hochauflésendem Trockenobjektiv

Mit Deckglas

Fehlendes Deckglas bei hochauflésendem Trockenobjektiv

ohne Deckglas

Problem-Beschreibung:
Das mikroskopische Bild wirkt sehr kontrastschwach.

Loésung:

Fehlende Kontraste kénnen durch eine falsche Einstellung der Aperturblende des
Kondensors verursacht werden. Wirkt das Bild entsprechend flau, so sollte man
die Blende soweit schlie3en, dass der Kontrast im mikroskopischen Bild
ausreichend gut ist. Dabei sollte beachtet werden, dass die Blende nicht zu weit
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geschlossen werden darf, da ansonsten die Auflosung leidet. Mit der
Aperturblende wird somit ein mdglichst gunstiger Kompromiss aus Kontrast und
Auflésung eingestellt.

Aperturblende des Kondensors zu weit gedffnet

richtig

Aperturblende des Kondensors zu weit gedffnet

falsch

Problem-Beschreibung:
Es wird ein ungefarbtes Frischpraparat erstellt und im normalen Hellfeld-
Mikroskop untersucht. Dabei lasst sich kein brauchbarer Kontrast erzielen.

Lésung:

Ungefarbte Praparate sind oftmals sogenannte Phasenpraparate, welche
aufgrund ihrer Transparenz im Hellfeld-Mikroskop nicht deutlich erkennbar sind.
Deshalb untersucht man derartige Praparate zumeist mit dem Phasenkontrast-
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Mikroskop. Phasenkontrast-Einrichtungen sind als Zubehor fur die meisten
Mikroskope erhéltlich und ermdglichen die kotrastreiche Darstellung lebender und
ungefarbter Zellen.

Phasenpraparat im Hellfeldverfahren

Ohne Phasenkontrast

Phasenpraparat im Hellfeldverfahren

Mit Phasenkontrast
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13. Hinweise zum Umgang mit
Immersionsol

Das Immersionsdl muss nach Beendigung der Arbeit entfernt werden!

Das heutzutage Ubliche synthetische Immersionsdl ist allerdings langst nicht mehr
so kompliziert zu handhaben wie das friher gebrauchliche Zedernholzdl, welches
an der Luft verharzte und dadurch sofort nach der Arbeit griindlich zu entfernen
war. Dennoch muss nach Beendigung der Arbeit das Immersionsol von Objektiv
und Kondensor entfernt werden.

Dabei noch verbleibende Spuren von Immersionsol sind tolerierbar und schaden
nicht weiter.

Noch schonender fur die Linsenoberflachen ist die Verwendung eines weichen
Leinenlappchens.

Es ist nicht notwendig - und auch nicht ratsam - nach jeder einzelnen
Untersuchung das Immersionsél zu entfernen. Es gentigt, wenn diese Reinigung
am Ende des Arbeitstages durchgefuhrt wird.

Das Immersions6l neigt wahrend der mikroskopischen Arbeit sich auf geradezu
wundersame Weise Uber den gesamten Arbeitsplatz auszubreiten.

Besonders beim Entfernen des Objekttragers ist deshalb Achtsamkeit geboten.
Bereits wahrend der Durchmusterung des Préparates gelangt durch die
Bewegung des Kreuztischs unweigerlich immer etwas Immersionsol auf den
Objekttisch. Weitere Achtsamkeit ist beim Entfernen des Objekttragers geboten.
Auch hierbei gelangt leicht weiteres Immersionsél auf den Objekttisch. Wird der
Objekttrager dann einfach neben das Mikroskop auf die Arbeitsplatte gelegt, so ist
es nur eine Frage der Zeit, bis der gesamte Arbeitsplatz von einem mehr oder
weniger dicken Olfilm tiberzogen ist (der Objekttrager ist beidseitig mit Ol
verschmiert!). Deshalb sollten gebrauchte Objekttrager am besten in eine
separate Schale gelegt werden.

Zudem sollte nach jedem Praparatwechsel der Objekttisch gereinigt werden.

Hierzu verwendet man beispielsweise ein Leinenlappchen welches mit
Isopropanol 70% LAsung getrankt ist.

Das Immersionsdl darf nur fir Immersionsobjektive verwendet werden und muss
von der Frontlinse von Trockenobjektiven ferngehalten werden!

Wird die Frontlinse eines Trockenobjektivs mit Immersionsoél benetzt, so muss
dieses umgehend grindlich entfernt werden.

14. Polarisiertes Licht

Die Schwingungsrichtung einer Lichtwelle ist immer senkrecht zur
Ausbreitungsrichtung orientiert. Bei natrlichem Licht, wie es beispielsweise von
einer Gluhbirne ausgeht, ist keine bestimmte Schwingungsrichtung bevorzugt. Im
Gegensatz hierzu finden wir bei polarisiertem Licht (genauer: linear polarisiertem

Licht) lediglich eine einzige Schwingungsrichtung.
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Polarisiertes Licht lasst sich beispielsweise durch spezielle Filter erzeugen.
Diese Polarisatoren besitzen eine Durchlassrichtung, welche die
Schwingungsrichtung des aus dem Filter austretenden Lichts bestimmt.
Verwendet man ein Polarisationsfilter nicht zum Erzeugen, sondern zum
Nachweis von polarisiertem Licht, so spricht man von einem Analysator.

Polarisator & Analysator

Polarisatar

natlrliches Licht

—>

2 den Dure
von Po or Lnd Ans
Polarisator

natirliches Licht

—>

—

o ﬁ‘ ]
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Faolarisatar Analysatar

e &L‘L‘///ﬁ,_,_

hen den D ichtungen Drehen Sie den Anal

Lnd A

Polarisatar

srichtungen Drehen Sie den Ana

Tipps und Hinweise zum Mikroskopieren:

Schickt man natirliches Licht durch einen Polarisator und einen
nachfolgenden Analysator, dessen Durchlassrichtung genau senkrecht zu
der des Polarisators orientiert ist, so wird das gesamte zunachst linear
polarisierte Licht durch den Analysator ausgeléscht. Bei dieser Anordnung
von Polarisator und Analysator spricht man von Kreuzstellung.

i
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15. Polarisationsmikroskopie im
Durchlicht

In der Regel verursachen die mikroskopisch untersuchten doppelbrechenden
Objekte nur einen kleinen Gangunterschied zwischen ordentlichem und
aulRerordentlichem Strahl. Diese geringen Gangunterschiede lassen das Praparat
im mikroskopischen Bild folglich nur in schwer unterscheidbaren Interferenzfarben
im Graubereich erscheinen.

Zur Erzeugung eines intensiven Farbkontrasts kann man zusatzlich als Hilfsobjekt
eine so genannte Lambda-Platte (= Hilfspraparat Rot | Ordnung) einfiigen. Man
wahlt fir das Hilfsobjekt einen Gangunterschied von 550nm, weil hier bereits
kleine durch das Praparat erzeugte Anderungen zu einem deutlich
wahrnehmbaren Farbkontrast fuhren.

Grundprinzip der Polarisationsmikroskopie im Durchlicht

Iwischenbild
wischenbl Blick durch

das Okular

Tubuslinse

Wahlen Sie ein Praparat:

Wahlen Sie ein
Praparat = === Beleuchtungsverfahren:

Durchlicht-Hellfeld v

Objektiv

Kondensor
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Zwischenbild Blick durch

das Okular

Tubuslinse

Wahlen Sie ein Praparat:

Wahlen Sie ein
Praparat Beleuchtungsverfahren:

Durchlicht-Polarisation v

Objektiv

Kondensor

Zwischenbild Blick durch

das Okular

Tubuslinse

YWahlen Sie ein Praparat:;

Wahlen Sie gin
Praparat Beleuchtungsverfahren:

Polarisation mit Lambdaplatte | v

Objektiv

Kondensor
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16. Kristalle im Urin

Héufige Kristalle:

Meist ist die Ausscheidung von Urat-, Oxalat- oder Phosphat-Kristallen
harmlos und durch Ausfallung der Substanzen in einem konzentrierten Urin
verursacht. In seltenen Féllen kann eine Kristallurie aber auf
Stoffwechselstdrungen wie Hypercalciurie, Hyperoxalurie oder
Hyperurikosurie hinweisen.

Kristalle im Urin sind normal und tblicherweise klinisch unbedeutend,
konnen aber auf eine Steinerkrankung hinweisen. Die Kristallbildung hangt
ab von der Urinkonzentration der Kristallbestandteile, vom pH-Wert und
vom Fehlen von Kristallisationsinhibitoren. Die vier haufigsten
Kristallformen sind: Calciumoxalat, Harnsaure, Zystin und
Magnesiumammoniumphosphat.

Calciumoxalatkristalle erscheinen in verschiedenen Formen, sind aber
meist leicht zu erkennen, da sie kleine achteckige, einem Briefumschlag
ahnliche Formen annehmen. Kommen sie in grof3er Zahl vor, spricht dies
stark fiir das Vorliegen einer Ethylenglykolvergiftung oder seltener fir ein
Kurzdarmsyndrom, erbliche Oxalose oder Oxalurie sowie eine hohe
Vitamin-C-Aufnahme.

Calciumoxalatkristalle sind dartber hinaus wichtig bei der Untersuchung
auf Harnsteine. Harnsaurekristalle fallen in saurem, hochkonzentriertem,
kaltem Urin aus und kénnen diamant-, nadel- oder rhombenférmig
aussehen. Sie kdnnen bei Neugeborenen eine geringe Dehydratation oder
aber ein Tumorlysesyndrom bei Patienten mit Krebs oder Nierenversagen
anzeigen.

Zystinkristalle sind vollig hexagonal, konnen einzeln als flache Platten oder
Uberlappende Kristalle verschiedener Gro3e auftreten und sprechen fir
eine Zystinurie, eine selten erbliche Ursache fir Steinbildung.

Magnesiumammoniumphosphat-Kristalle, die an Sargdeckel oder
Quarzkristalle erinnern, kommen oft bei normalem alkalischem Urin und bei
Patienten mit Struvitsteinen vor. Medikamente (z. B. Aciclovir, manche
Sulfonamide, Indinavir, hochdosiertes Methotrexat) sind zu wenig
bertucksichtigte Ursachen der Kristallbildung.

Aciclovirkristalle sind doppelt lichtbrechend und nadelférmig. Sie kommen
frei oder eingeschlossen in Leukozyten vor.

Indinavir bildet korallen- oder nadelférmige Kristalle, die am besten unter
polarisiertem Licht zu erkennen sind.

N
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e Sulfonamid- und Ampicillinkristalle sind ebenfalls nadelférmig und am
besten unter polarisiertem Licht zu erkennen.

e Sulfonamidkristalle kdnnen in Haufen vorkommen.

17. Das Dunkelfeld Mikroskop

Beim Dunkelfeld Mikroskop wird das Objekt nicht direkt beleuchtet. Durch eine
spezielle Blende gelangt Streulicht zum Préparat. Wie in einem dunklen Raum, in
dem Staubteilchen aufleuchten, die zuféllig von einem Lichtstrahl getroffen
werden, leuchten die Objekte beim Dunkelfeldmikroskop vor einem dunklen
Hintergrund hell auf.

Wir sprechen hier vom Tyndall-Effekt. Dadurch erhalt man so zusagend ein
Negativbild. Die entsprechenden Objekte werden kontrastreich dargestellt.

Auch werden Objekte sichtbar, die sonst nicht oder nur sehr schwer zu betrachten
waren. Auch sehr kleine Strukturen kénnen auf diese Weise dargestellt werden.
Das Dunkelfeld-Verfahren ist besonders fur sehr kleine Objekte geeignet, die gut
und kontrastreich abgebildet werden. Aul3erdem mussen die Praparate nicht
gefarbt werden, um optimale Ergebnisse zu erzielen.

Weniger geeignet ist das Verfahren fur Dicke Objekte. Auch werden nur die
Umrisse einzelner Objekte kontrastreich dargestellt, so dass man sich vor der
Anschaffung eines fur lhre Anwendung optimalen Mikroskops genau informieren
sollte.
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Technische Voraussetzungen:

Fur optimale Ergebnisse muss das Mikroskop Uber eine sehr lichtstarke
Beleuchtung verfligen. Halogenbeleuchtungen mit weniger als 50W sind fur
Dunkelfeldverfahren daher nicht geeignet. Heutzutage wird standardmalig eine
wartungsfreie langlebige LED-Beleuchtung verwendet.

Handhabung und Einstellungen im Dunkelfeld:

Grundsatzlich unterscheiden wir zwei Verfahren, um eine Dunkelfeldbeleuchtung
zu erzielen. Beim Ersten Verfahren wird eine Zentralblende (Ringblende) in den
Strahlengang eingeschwenkt und ist bei den meisten Mikroskopen im Kondensor
auf einem Revolver auszuwahlen. Hier findet man unter anderem auch die
Blenden fiir den Phasenkontrast, falls vorhanden.

Diese Methode ist nur fir Objektive mit einer numerischen Apertur bis etwa 0,7
geeignet, das bedeutet in der Praxis, bis etwa 400-fache Vergrol3erung.

Dafur ist das Verfahren durch einfaches Auswéahlen der Blende und des
entsprechenden Objektivs leicht anzuwenden, da bei einem Mikroskop mit
eingestellter Kohlerscher Beleuchtung direkt im Dunkelfeld gearbeitet werden
kann. Auch ist der Wechsel auf andere Kontrastverfahren oder Hellfeld jederzeit
maglich.

Das Zweite Verfahren verwendet einen speziellen Kondensor, der fir die
Dunkelfeldmikroskopie entwickelt wurde. Der Kardioid-Kondensor kann fur
Objektive mit einer Numerischen Apertur bis etwa 1,4 verwendet werden.
Optimal geeignet sind nur Objektive, deren Apertur durch eine eingebaute
Irisblende stufenlos soweit verringert werden kann, sodass der Wert unter dem
der Apertur des Kondensors sinkt, und damit ein Dunkelfeldbild entstehen kann.

Fir dieses Verfahren der Dunkelfeldmikroskopie ist zwischen Kondensor und
Objekttrager Immersionsdél aufzutragen. Die Leuchtfeldblende muss immer
komplett geoffnet sein. Dann wird mit einem Ubersichtsobjektiv (Beispielsweise
10x 0,25) der Lichtkegel in die Mitte des fokussierten Praparates gebracht.
Hierzu verwendet man die Hohenverstellung des Kondensors und die beiden
Justierschrauben um die optimale Position des Kondensors einzustellen.
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Wenn das Praparat in der Bildmitte vor dunklem Hintergrund hell aufleuchtet, ist

die Position gefunden.

Ist das geschehen, so ist der Wechsel auf ein gré3eres Objektiv méglich, wobei
die Einstellung wieder optimiert werden sollte. Fur die Verwendung eines

Immersionsobjektives gilt wie auch im Hellfeld, es gehdrt Immersionsol zwischen
Objekttrager und Objektiv. Eine vorhandene Irisblende im Objektiv ist dann soweit
schliel3en, bis das Dunkelfeld entstanden und das Bildergebnis optimiert ist.

Zwischenbild

Tubuslinse

Objektiy direktes

Praparat

Kondensor

Blick durch
das Okular

Befindet sich eine leere Praparatstelle
ohne lichtbeugende Objekte Im

Strahlengang, so gelangt kein Licht in
das Objektiv und beim Blick durch das
Okular ist lediglich ein véllig dunkles
Bild zu sehen. Das Licht durchlauft
dann |ediglich das Einschiussmedium
- Z.B. Wasser,

(O)l
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Zwischenbild

Tubuslinse

Objektiy

Praparat

Kondensor

Blick durch
das Okular

direktes
Licht Wird nun ein Ohjekt mit

lichtbeugenden Strukturen - in diesem

Falle eine Schale der Kieselaige
Triceratium - In den Strahlengang
gebracht, so gelangt ein Tell des
gebeugten Lichts in das Objektiv und
formt das dann hell vor dem dunklen
Untergrund aufleuchtende
Dunkelfeldblld des Objekts
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gebeugtes Licht Zum Zwischenbild

Objektivblende
(mit Griffrandel)

Praparat-
Ebene

Spiegel-
Flache Il

Spiegelflache |

Eintritts-
Blende

Das der Beleuchtung dienende Licht
wird durch die Eintrittshlende
separiert und Uber die Zwei
Spiegelflachen des
Dunkelfeldkondensars auf das
Praparat gelenkt. Die
Bildentstehung erfolgt - wie im
Dunkelfeld allgemein - durch das im
Praparat gebeugte Licht. Da ein
Immersionsobjektiv bedingt durch
seine groie numerische Apertur
auch das direkte Licht noch
teilweise aufnimmt muss dieses
durch eine Blende im Objektiv selbst
Zurlckgehalten werden. Zumeist
wird hierzu eine Uber ein Griffrandel
ginstellbare Irisblende eingesetzt.

18. Das Auflicht Mikroskop:

Bei der Auflichtmikroskopie wird das Licht entweder von oben durch das Objektiv
auf das Praparat geleitet oder von der Seite eingestrahlt (schrage Beleuchtung).
Das vom Praparat reflektierte Licht wird wiederum vom Objektiv aufgefangen.

In der Auflichtmikroskopie kdnnen daher auch lichtundurchlassige oder sehr dicke

Praparate verwendet werden.

Haufige Anwendung findet dieser Mikroskoptyp in der Fluoreszenzmikroskopie

oder in den Materialwissenschaften (Mineralogie).

i
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