Mikroskopiaa akvaarioharrastajalle

Mikroskooppi tarjoaa tutkimusvalineena akvaarioharrastajalle monia mahdollisuuksia syventda
harrastustaan aina levien tutkimisesta kalatautidiagnosointiin tai ainakin suuntaa-antavaan
taudinmadritykseen saakka. Esimerkiksi erilaisten elididen solurakenteiden konkretisoitumisen
myotd monet akvaarioharrastajien kirjoista lukemat asiat avautuvat aivan eri tavalla.

M Teksti ja kuvat: Ville Kivisalmi

Valomikroskoopin keksijéana tunnetaan 1600-luvulla syntynyt Antoni van Leeuwenhoek, joka
rakensi alkeellisen mikroskoopin kiinnittdmalla erilaisia linsseja kiinteadn runkoon. Tasta eteenpadin
mikroskooppien kehitys on johtanut aina elektronimikroskooppeihin saakka. Biologiseen
tutkimukseen tarkoitetulla elektronimikroskoopilla saadaan jopa 100 000-kertaisia suurennoksia —
elektronimikroskooppien toiminta perustuu elektronisuihkuun. Tavallisella valomikroskoopilla
paastaan enimmilldadn n. 1500-kertaisiin suurennoksiin. Valomikroskoopin kayttd rajoittuu sellaisten
naytteiden tarkasteluun, jotka ovat nakyvaa aallonpituutta suurempia (400-700 nm).
Stereomikroskooppi puolestaan on tarkoitettu hiukan suurempien elididen tai olioiden tarkasteluun.
Stereomikroskoopissa naytteen ja objektiivin valissa voi olla ilmaa 10-30 cm, ja valo voidaan ohjata
naytteeseen myds ylhaaltapain. Stereomikroskoopin antama kuva on kolmiulotteinen.
Stereomikroskoopilla ty6skentely mahdollistaa naytteen instrumentoinnin samaan aikaan kun
naytettd mikroskopoidaan.

Suuri, suurempi, suurin

Akvaarioharrastaja parjaa melko edullisellakin mikroskoopilla, mikali tutkimuksen kohteena ovat
esimerkiksi kalojen loiset, levat jne. Bakteerien tarkkailu onnistuu tasokkaimmilla
valomikroskoopilla juuri ja juuri, mutta bakteerien
maarittely jaa vain katselemisen tasolle.
| Useimmiten 400-kertaiseksi suurentava
mikroskooppi vastaa monien harrastajien
tarpeisiin. Tallaisten mikroskooppien hinta on viela
varsin kohtuullinen. Mikroskooppien hintoja
kauhisteltaessa on kuitenkin syyta muistaa, etta
mikroskooppi sdilyy yleensa hyvana ja toimivana
koko kayttajansa elinian toisin, kuin esimerkiksi
tietokone joten mikali todellista tarvetta
mikroskoopille on, ei n. 1700 euron sijoitus
W valttamatta ole vield hurja. Tahan hintaan

. mikroskoopin tarjoamat mahdollisuudet
suurennoksen suhteen kohoavat 1000x luokkaan
ja mahdollisuuksia yksinkertaiseen
mikroskooppivalokuvaamiseen alkaa jo olla.

Mikroskooppien suurennos maaritetdan okulaarin
ja objektiivin suurennoksien keskindisesta tulosta.
Tata havainnollistaa Taulukko 1.

Binokulaarinen valomikroskooppi.



objektiivin suurennos | okulaarin suurennos kokonaissuurennos
4x 10x 40x
10x 10x 100x
40x 10x 400x
40x 15x 600x
100x 10x 1000x
Taulukko 1.

1000-kertaisella suurennoksella on mahdollisuus katsella suurikokoisia bakteereja mutta niiden
tarkempi maaritys vaatii avukseen varjaysmenetelmia ja bakteerien viljelya kasvualustoilla.
Okulaarit ja objektiivit

Mikroskoopin suurentava optiikka koostuu okulaareista ja objektiiveista, jotka puolestaan
rakentuvat erilaisista linsseista. Okulaarit ja objektiivit ovat mikroskoopin osia, jotka juuri saavat

Okulaarit " Objektiivit

mikroskoopin hinnan kohoamaan joskus hurjiinkin lukemiin. Koska pienten ja laadukkaiden linssien
hiominen on tarkkaa ja kallista ty6td, yksi parin sentin mittainen objektiivi saattaa maksaa useita
satoja euroja hiukan laadusta ja merkista riippuen. Toki kayttokelpoisia edullisiakin ratkaisuja on
olemassa.

Okulaarien perusteella mikroskoopit jaetaan monokulaarisiin ja binokularisiin - jopa trinokulaarisiin
mikroskooppeihin. Monokulaarisissa mikroskoopeissa on paikka yhdelle okulaarille, joten naytetta
on tarkasteltava toisella silmalla pitden samalla toinen silma suljettuna. Katselun helpottamiseksi
kannattaa sulkea juuri se silmg, jolla ei halua naytetta tarkastella. Binokulaarisilla mikroskoopeilla
on kahden okulaarin ominaisuus, joten mikroskopointi on huomattavasti miellyttdvampaa puuhaa
yhteen okulaariin verrattuna, vaikka binokulaaristen mikroskooppien hinta onkin hiukan edellisia
korkeampi. Trinkokulaarisiin mikroskooppeihin on liitettdvissa kamera, jolloin voidaan samalla
tarkastella mikroskopoitavaa ndytetta.

Mikroskoopin mallista riippuen siihen on liitettavissa erikokoisia objektiiveja erindinen maara.
Kuvassa olevassa mikroskoopissa on nelja objektiivia kiinnitettyna viisipaikkaiseen
objektiivirevolveriin. Kuten kuvasta nahdaan, objektiivissa on viela yksi tyhja objektiivinpaikka,
jonka kierteet on suojattu muovitulpalla.



Naytteen tarkasteleminen

Kun mikroskooppindyte eli preparaatti on asetettu objekti- ja peitinlasin valiin (preparaatin
valmistuksesta myéhemmin), objektilasi asetetaan naytepuoli yléspain ndytepdydalle. Joissakin
mikroskooppimalleissa on tydskentelya helpottava ristisiirtopdytd, jolloin naytettd on helppo
siirrella ristisiirtopdydan ruuveilla ilman ettd objektilasiin tarvitsee koskea kasin.

Naytteen tarkastelu
aloitetaan aina
pienimmalla
suurennoksella (esim.
40x). Tama sen vuoksi,
ettd nayte on helpompi
paikallistaa peitinlasin
(tavallisesti n. 15 mm x 15
mm) suhteellisen suurelta
pinta-alalta. Kun
tarkasteltava kohde on
suunnilleen l6ytynyt, se
tarkennetaan
mikroskoopin
karkeasaatoruuvilla, jolloin
naytepdyta nousee
yléspain tai laskee
alaspain, jolloin okulaarista
nahtava kuva tarkentuu.
Tarvittaessa
lopputarkennukseen kaytetadn hienosaatoruuvia, jonka avulla naytepdytaa voidaan liikuttaa
suurillakin pydritysliikkeilla vain vahan kerrallaan.

Ristisiirtopoyta

Jos naytteen koko on kovin pieni, saatetaan tarvita lisdsuurennoksia, jolloin objektiivirevolveria
yksinkertaisesti kadnnetaan siten, etté seuraavaksi suurin objektiivi siirtyy ndytteen paélle. Taman
jalkeen nayte on saattanut havita jopa kokonaan nakyvistd, joten kuva tarkennetaan erittdin
varovaisesti karkeasaatoruuvilla tai varmuuden vuoksi pelkastaan hienosaatéruuvilla. Nain
jatketaan kunnes haluttu suurennos on saavutettu. Suurimpia suurennoksia (kuten 1000x)
tarvitaan melko harvoin. 100-kertaa suurentavat objektiivit ovat tavallisesti ns. immersio-
objektiiveja. Tama tarkoittaa sitd, etta aivan objektiivin alle ndytteen paalle (peitinlasille)
pudotetaan pieni tippa immersiodljya, joka on taysin kirkasta tarkoitukseen valmistettua 6ljya, jolla
on hyva taitekerroin valon suhteen eli valo etenee siind hyvin. Talla tavoin ndytteen lapi tuleva valo
ei joudu kulkemaan lainkaan ilmassa edetessadn nadytteesta objektiivin paahan ja kuva sailyy
selkedna ja teravana. Useissa mikroskoopeissa alta tulevan polttimon valon maaraa on
mahdollisuus saatda, ja eri suurennosten valilla saattaa esiintya tarvetta valon maaran
saatamiseen. Suurilla suurennoksilla valon maaraa joudutaan vahentamaan.

Preparaattien valmistuksesta

Mikroskooppipreparaatti valmistetaan objektilasille, joka on tavallisesti kooltaan n. 26 mm x 76 mm
ja paksuudeltaan n. 1 mm. Nayte asetetaan objektilasille ja ndyte peitetaan peitinlasilla, joita
valmistetaan monia eri kokoja (esim. 18 mm x 18 mm). Paksuudeltaan ne saattavat olla esim. 0,1
mm. Peitinlasien ohuudesta johtuen niitd on kasiteltdva varoen. Seka objekti- etta peitinlasit ovat
hyvin edullisia ja siten kulutustavaraa.



Jotta tarkasteltavasta ndytteesta (esim. levd) saadaan tarkennettua mikroskoopilla
mahdollisimman tarkka kuva on itse ndytteen oltava hyvin ohut. Naytteen tarkasteleminen on
myds paljon helpompaa, kun naytetta ei ole ahdettu lasien valiin niin, ettd peitinlasi on ilmassa.
Nayte asetetaan objektilasille tarkastelua varten ja sen paadlle pudotetaan pieni tippa nestetta
(esim. akvaariovetta tutkittaessa levia tai kalan fysiologista suolaliuosta tutkittaessa esim. kalan
sisaloisia). Jos naytteen halutaan pysyvan hengissa mikroskopoinnin ajan, on ensiarvoisen tarkeaa,
ettd ndytteessa olevat elidt ovat oikeassa osmoottisessa paineessa ympardivan nesteen suhteen,
liuoksen on siis oltava isotoninen (puhutaan Ringerin liuoksesta). Kun nayte on peitetty
peitinlasilla, preparaatti on valmis mikroskopoitavaksi.

Naytteen tarkastelun loputtua objektilasin (puhutaan myds aluslasista) ja peitinlasin voi
halutessaan pesta ja kuivata mydhempaa kayttéa varten, mutta yleensa harrastaja menettaa
itsekontrollinsa ensimmaisen lasin kohdalla, joka tippuu lavuaariin eika irtoa sieltd. Kaytetyt lasit
voidaan toimittaa lasinkeraykseen.

Naytteiden kestavointi eli fiksaatio

Jos preparaatteja on tarkoitus tarkastella myds myéhemmin niiden valmistuksen jalkeen, on
elidista valmistettavat preparaatit kestavoitava (fiksattava) asianmukaisesti siten, etta
bakteeritoiminta ja solujen autolyysi estyvat — tai ainakin hidastuvat. Nain tarkasteltavien
preparaattien rakenne sdilyy mahdollisimman alkuperaising.

Formaliinin ja metanolin kdsittelyssa on syyta noudattaa varovaisuutta.

Ennen naytteiden varsinaista kestavdintia, elididen solunesteet on saatava korvattua, jotta
naytteiden valitdn autolyysi, eli solujen hajoaminen itsestdan niiden omien entsyymien
katalysoimina voidaan estda. Taman varmistamiseksi naytteet siirrettddn mahdollisimman pienessa
vesimaadrassa pasteurpipetillda 80% etanoliin. Etanolin annetaan diffunoitua ndytteesen puoli tuntia.
Koska 80% etanolin saatavuus laillisin konstein on akvaarioharrastajille yleensa ldhestulkoon
mahdotonta (ei pelkastddn akvaarioharrastajat), on etanoli tavallisesti korvattava metanolilla.
Metanoli on ongelmallista kasitella kotioloissa myrkyllisyytensa vuoksi. Henkildsta riippuen 50 ml
saattaa jo olla tappava annos suun kautta nautittuna — pienempi annos sokeuttaa pysyvasti melko
helposti.

Taman jalkeen vesi-etanoliseosta, jossa ndytteet ovat, aletaan laimentaa vahitellen 8%
formaldehydilla. Formaldehydi on metanolin tapaan myrkyllistd. Se aiheuttaa helposti kuoleman ja



on mm. syOpaa aiheuttava ja vaarallinen ymparistomyrkky, jota ei saa havittda kunnallisen
viemarin kautta. Lopuksi ndytteet pipetoidaan pois liuoksesta ja siirretaén puhtaaseen 8%
formaldehydiin. Naytteiden annetaan olla formaldehydissa yon yli. Jos ndytemaara on kovin suuri,
voidaan vanha formaldehydi valilla poistaa ja lisata uutta tilalle. Jos naytteitda halutaan varjata,
formaldehydin sekaan voidaan lisatd metyleenisinikloridia jauheena tai mielelldan vakevana
liuoksena, jolloin metyleenisinen kulutus on helpommin kontrolloitavissa. Mikali ndytteet varjataan,
niitd on syyta liottaa suuressa madrassa 8% formaldehydiliuoksessa uudelleen noin puoli tuntia
ennen nadytteiden sulkemista, jotta variainetta ei padse sekoittumaan peittausaineeseen.
Metyleenisininen on vain yksi histologiassa kaytetty ns. biologinen variaine muiden joukossa, joita
mm. neutraalipuna, niilinsinisulfatti, kristallivioletti, janusvihrea, fuksiini, safraniini jne. Monet
variaineet ovat hyvin myrkyllisia. Kristallivioletti on liséksi mutageeninen eli saattaa aiheuttaa
altistuneen jalkikasvulle mutaatioita.

Kun naytteet on kestavoity, ne voidaan siirtda preparointineulalla tai injektioneulan karjella
varovasti objektilasille. Talldin on tarkeaa, ettei mukana tule lilkaa formaldehydiliuosta, jossa
naytteita liotettiin, koska naytteiden peittamiseen kdytettava ksyleenipohjainen peittausaine
(kanadanbalsami tai Merck Entellan Neu ®) ei ole vesiliukoista. Mikéli on kuitenkin ilmeistd, ettd
kaikkea vesiliuosta ei saada poistettua ndytteen pinnalta ennen objektilasille siirtoa, mika on
erittdin todennakaista,
objektilasille voidaan pipetoida
yksi tai kaksi tippaa glyserolia,
joka puolestaan liukenee veteen.
Nayte siirretaan neulalla
glyseroliin ja peitinlasi pudotetaan
padlle pinseteilla siten, ettei valiin
= : jaa ilmakuplia. Glyserolin on syyta
- '; . Glyseroli85% ¢ olla sellaista, etta se on saanut
"o ENTELLAN® [new) | seista paikallaan useita tunteja,
silla kuljetuksen aikana glyseroliin
sekoittuneet ilmakuplat poistuvat
glyserolista suhteellisen hitaasti
glyserolin viskositeetin vuoksi.

0B 054053 30.0900§

!l ml Fapid mounting media for microscopy

,RCK Moyen d'inclusion rapide pour I micressa

Madia inclusidn rapida para microscop

Lopuksi ndyte suljetaan
liimaamalla Entellanilla (tai muulla
vastaavalla peittausaianeella)
siten, etta peitinlasi liimataan
reunoistaan kiinni objektilasiin ehdottoman tiiviisti. Tassa vaiheessa on ensiarvoisen tarkeaa, etta
glyserolin maara on sopiva, jotta sita ei pursua yli peitinlasin alta — muutoin Entellanin tarttuminen
lasiin tuottaa ongelmia. Entellania siirretdan muutama tippa kapeakarkisella pasteurpipetilla
lasiselle petrimaljalle (Useissa peittausaineissa on liuottimena ksyleeni, joka liuottaa myds
polystyreenia ja polyeteenid, joten petrimaaljaan j pipetin on todellakin syyta olla valmistettu
lasista.) ja preparointineulaa apuna kayttden peittausainetta siirretdan tipoittain liimattavalle
rajapinnalle. Valineet pyyhitaan lopuksi ksyleenilld puhtaiksi.

Entellania (peittausaine) ja glyserolia.

Kestavoityjen preparaattien annetaan kuivua rauhassa useiden tuntien ajan, jolloin peittausaine on
varmasti kuivunut. Tdman aikana naytteita ei kannata siirrelld. Peittausaineen kuivuttua naytteita
voidaan tarkastella valomikroskoopilla. Edelld ohjeistettu kasittely ei takaa ndytteiden pitkdaikaista
kestavyyttd, vaan fiksaatiossa ja peittauksessa on kaytettdva muita menetelmia, kuten etanoli ja -
ksyleenipesuja. Glyserolimenetelmalla voidaan huolella valmistetut ndytteet saada sailymaan
pimedssa jopa vuosien ajan. m



