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| SYLABUS PREDMETU

* Mikroskopie
Typy mikroskopti
- optickeé a specialni optické mikroskopy
- elektronova mikroskopie
« Obrazova dokumentace a zpracovani obrazu

° Morfologie bunek a kolonii BACTER
« Cytologie a struktura bakt. buriky gﬁi
« Rustové cykly bakterialnich bunék
* Pohyb bunek, sporulace

Replika mikroskopu
Antony van
Leeuwenhoeka

IA CELL
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Bunka
minimalni jednotka strukturni, funkcni a reprodukcni Pt
I L I " mE— Lt N —

* Vyvoj bunécnée teorie
rozvo] mikroskopie (17. stoleti az souéasnost)

Jan Evangelista Purkyné (1787 —1869) mezi prvnimi na svété '

prisoudil bunkam jejich stézejni vyznam pro zivot
¢ SEputone - Matthias.J. Schleiden (1804-81) a Theodor Schwann (1810-82)

1839 bunécna teorie: Vyvoj zivé prirody se opira o

rust a tvofeni bunék, bunky rostlin a Zivo€ichu se shoduji tvarem
a funkci. Bunka je zakladni, stavebni a funkcni jednotkou zivych

organismu.

Rudolf Virchow (1821-1902) x

,nové burky vznikaji jen d&lenim z jiz existujicich® [
Louis Pasteur (1822-1885) = ' ’

-. Louis Pasteur fermentace, popfrel teorii spontanniho tvoreni bunék RVirche

A rozvoj biochemie (1.polovina 20.stoleti)

1953 struktura DNA (Watson, Crick a Franklinova)

([
]
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zivy, otevreny systém schopny regulace a autoreprodukce
« jadro neoddeleno od CPL membranou, vets. kruhova (i linearni) DNA
« haploidni bunky (1 alela) mnozici se nepohlavné

* Dbez bunécnych organel, jedina membrana je cytoplasmaticka

« ribosomy se liSi od ribosomu eukaryotnich bunék — mensi, volné v CPL
vyjma Archea:

5S, 16S a 23S rRNA
translace zaCina N-formylmethioninem
geny pro RNA bez intronu
specificke struktury a vlastnosti bakt. bunky: = ;.. & i,
peptidoglykan (az na mykoplasmata) 11| | |
steroly v membranach zcela vyjimeéné 111, 0 NG
bicik — globularni bilkovina flagelin, pohyb rotaci
| anaerobiosa, schopnost vazat N, tvorba kyseliny PHB (zasob.l.)
pokud fotosyntéza - anoxigenni

S. aureus




4| Chlamydia
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e ek Vellkﬂsi ﬁra y bakte
velky pcrmer povrchu Kk objemu — velka 'f; ._
] : ¥ b .:.-. . "'E.. .E.,
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* Velikost bakt b. v um

—

0,3x0,3
0,8 x0,3
1x0,3

| Bdellovibrio
Rickettsia
S. aureus 0,8-1 x 0,8-1
E. coli 2-3 x0,4-0,6

B. subtilis 1,8-4,8 x 0,9-1,1

N

Streptomyces vlakno x 0,7-1,6
Chromatium  25x 10
| Spirochety 500

%
®
F_..l'-#—l- ———

;aso"pm-

f

‘| Pupeny

| Hvézdice

. Tvaw bakt. bunky

Koky - sférické, oplostéle, lancetovité

- diplo-, streptokoky, tetrady,
sarciny,

stafylokoky
TyCinky —
se, palisady pleomorfni

rovne, zakrivené, vetvici

Kokobacily

Prostéky
Spirily

Mycelia

......

b

L ]

DA

IblenSlS

ma pr ka tn| bunka o r. 1597 Thl gantar-
Nejmensi napi‘r nekteri pri ici rodu M a) méri pru rné 100 az 200 nm
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10. Peritrichous flagellation

1. Lophotrichous flagellation
12. Monotrichous flagellation
13. Formation of endospores

Gram-paositive cocci in grapelike
clusters (staphylococci)
Gram-positive cocci in chains

(streptococci)

Gram-paositive cocci with capsules
(pneumococci)

Gram-positive, clubshaped,
pleomorphic rods (corynebacteria)
Gram-negative rods with pointed
ends (fusobacteria)

Gram-negative curved rods

(here commashaped vibrios)
Gram-negative diplococci, adjacent
sides flattened (neisseria)
Gram-negative straight rods with
rounded ends (coli bacteria)

Spiral rods (spirilla) and Gram-negative
curved rods (Helico bacter)

(sporulation) in cells of the

genera Bacillus and

Oostrdium (spore stain)

a) Central spore, vegetative
cell shows no swelling

b} Terminal spore, vegetative
cell shows no swelling

c) Terminal spore (*tennis
racquet”)

d) Central spore, vegetative
cell shows swelling

e) Terminal spore
(*drumstick™)

. Free spores (spore stain)




Magnification and Orientation I

Why doesn’t a simple magnifying
lens produce an inverted mirror
image ?

Withthe object closerto the lens thanthe focal
point, the light rays diverge, giving the viewer

the ilusionthat hefshe is seeing a larger object,
farther away, in the same orientation.
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Morfologie kolonii fis
! ] - = s T

 Velikost (pramér; mm) e % W 3{{2 -2
o Tvar i i i at izoid Spindle (1
*  Profil - A

« Okraje

* Povrch MARGIN O O y? {:} ‘i::? @

« Transparence — prahlednd, prisvitna,
neprusvitna kolonie
« Barva - kolonie bezbarva, pigment:
nasedl|a, belava, Zluta ... I
Dal$i znaky i
Viané, zapach
— po jasminu, zluklém masle, ovocny ...
Tvorba mycelia
Zmeny media — dvorec zbarveni, hemolyzy,
precipitatu
Konzistence — zjistuje se bakterialni klickou | iorae mitangie destveed BromiSINUE sbrain: Sirdi

were grown on |.5% agar medium for 50 hours at 25°C. The

(ViSkézn |” maZIaVé, d rObiva’, Zda rﬁsté do agarU) colony in the center is SIN96, with wild type morphotype

| | and mutants at the periphery: 1) SINett, 2) CAD, 3) CIC, 4-
6) cotton-like colonies.
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Macroscope
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K‘m—i—;ﬂn the other hand, maybe humor shouldn't be analyzed.”
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Pro mikroskopii Ize vyuzit jakékoli vlnenl

s vinovou délkou kratsi nez jsou rozmery objektu.
1-. L x: ? - -

i ros}( ]

i:struktu r"}jé vZaje
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Tubularni mikroskop i
Bratfi Janssenové, 1595 |[!

Nejstarsi nakres
sloZeného
mikroskopu,
Isaac Beeckman,
Middelburg , 1625

.I ) ' ]f =

%

Robert Hook 1665
Jiz olejova lampa

ga  ANTONI yan LEEUWENHOEKS

Hipa de

e
lervinie
Boekje
Wk et
clane nyt
ik dat B
j'u'.!'. Fra
afalk [

nkom
bk ann

ren i 't geheel re
weinig mickon-
R, iR e ee-
nalteikenen.

Rrooropegeven
eralcopiche Ob-
e waren, welk
varveyle was. Ik
hospence dag ik
war foo rasen had
vy doar de L1,
niet bekomen,
g was s wWantde
¢ inafpeboeld was
waren el groog
ey kent, Eu die
ot glnll:m afid
15 my onbekend

i:rn 3 wqrd.

T

117

Mikroskop typ |, 1670
Antony van
Leeuwenhoek
Jednoduché,

_ : zaostiovaci Sroub,
dekkinge - P1€L Rinhenrens en;zoo doct 4 drzak.

Duys:lant.s zoo ik and Bez svétel.

Krystaly vinného octa,
Antony van Leeuwenhoek

John Yarwell
Compound
Monocular
Microscope

(circa late 1600s)

K 1595 — bratri Zacharias a Jan Janssenovi - 1. mikroskop
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Cuff's Microscope|
(circa mid 1700s)

John Marshall
Compound
English
Microscope
(circa 1720)

Spencer
Compound

Binocular
Microscope
{circa 1932)

Carl Zeiss 1886

Brass
Galileo-Style
Compound

Microscope
{circa 1801-1876)

SloZeny monokularni mikroskop
Van Leeuwenhoekovy ,,Listy“

Early Ross
Compound Microscope
(circa 1831)

Oberhauser's
Drum
Microscope
(circa 1850)
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Max. zvetsenl 1500 X, max. rozliSeni 200 nm
|| Stavba svételného mikroskopu

| » - mechanické soucasti - stativ, noha, tubus, revolverovy méni¢ objektiva,

stolek, makro- a mikroSroub

- optika mikroskopu (objektiv a okular) — kombinace ¢ocek, korekce vad

* - osv¢étlovaci zarizeni - svétlo prochazi objektem

* l - zdroj svétla: lampa v noze s kolektorovou CocCkou
e kondenzor — ze 2-3 spojenych Soéek

A - soustfeduje svételné paprsky na objekt
Zakladem mikroskopu jsou dve soustavy Cocek:

| 1) Objektiv — vytvari skute¢ny, zvétSeny a prevraceny obraz pozorovany okularem jako
lupou.

T C— Vysledkem je neskute&ny, zvétSeny a prevraceny obraz.<{=
- Cim kratsSi ohniskova vzdalenost objektivu, tim vétsi je zvetseni

2) Okular — zvétsuje obraz vytvoreny objektivem, zvétSeni je prazdné. Koriguje zbytek vad.
h\ a) jeden — mikroskopy monokularni

b) dva — binokularni (Carl Zeiss 1933), svételny svazek rozdélen hranolem na dva
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Tramsmission '
Reflection Absorption Fluorescence

Fig.2-3 Reflection, Absorption

WEENY W)

Na zakladé¢ vlastnosti svétla v prostiedi vznika obraz

0 N T —— EL-TI.' L '. ! X 'ﬁ'




“Empty” Magnification

Final magnification Q Q
using a simple lens
system (e.g.,
dissecting
Celkove zvetsenl Z o o

- kolikrat je obraz sledovaného objektu vétsi objekt

— je dano soucCinem zvétseni objektivu a okularu oy s oo

- omezeno I'OZ|ISOV30I meZ| o
2 - b | = ¢7h
G GENROR B W

¢ BioEd Online
Rozliseni - jak daleko musi byt od sebe dva body, aby nesplynuly v jeden
. i p— =

= 11

RozliSovaci mez - teorie vypoctu vychazi z interference proslych paprsku (E.K. Abbe)
0=A/n.sing
Aoeeennn. vinova délka pouzitého svétla — ¢im vySsi, tim vysSi rozliSeni
n........ index lomu prostfedi mezi Celem objektivu a skliCkem

(0 S uhel mezi optickou osou mikroskopu a kuzelem paprsku vstupujich z

preparatu do objektivu
T LN | o R

Numericka apertura objektivu (NA) n.sina

— 1 - soucin uhlu dopadu paprskt od objektu do objektivu a indexu lomu
@ Q - Cim je vysSsi, tim vySsSi je rozliSovaci schopnost objektivu, ale nizsi
g == " hloubkova ostrost
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+ Pracovni vzdalenost
- povrch coCky objektivu --- kryci sklo

‘|« Kontrast
' - rozdil ve vizualizaci objekt / pozadi




. Ob]ektIV

o] hazeJ|C| ze skla do
1iho' prostiedi svdj smér
“" se podilet na

Suchy objektiv:
Paprsek vystupuijici

Z preparatu pod L’Jhlem 0L
se na rozhr ,3} mez

Rozhsovam mez
o0=A/n.sinaqa

NA =1,2-14

R. Hook - po 1.olejova lampa
Kapalina zvysuje ucinek

svétla -
== Elm
Jimb ProZlutozelené svétlo:
RozliSovaci mez 0,4 um

) = 550
NA = 0.C

RozliSovaci mez =0,6 u m

Copynght £ REobart O'Bren
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« Otvorova vada (kulova, sféricka)

ki
!!Il llil -
I AW

."-F.

« Barevna vada (chromaticka)

| (G Cocky objektivu nejsou tenké:
ruzny lom paprsku od optické osy v‘il

ik

SESRTSTER

Je zpusobena optickou disperzi
(zavislost indexu lomu na vinové délce

4 | Bodovy predmét zobrazen jako useCka Bodovy pfedmét zobrazovan na rlizna
mista optické osy v zavislosti na vinové

svétla).

L= . Spektrum tzv. bilého svétla

L L i ] | i ] L

délce svétla.
—

=

IR

Korekce vad

RozliSeni objektivi dle stupné korekce vad:

350 400 450:500 550 600 650 :foo 750 800 850 nm e

l R BN WY WU

| Kombinacemi vhodnych spojnych €i rozptylnych ¢ofek z riznych materiald o ruzném n.

Achromaty — barevna vada korigovana pro 2 barvy svétla (Cervené a modrozelené), otvorova pro Zluté
Semiapochromaty — barevna vada korigovana pro 2 batvy blize obéma koncim viditelného svétla
Apochromaty — barevna: nejméné pro 3 barvy, otvorova pro 2. Nejdokonalejsi objektivy pro bilé svétlo
Planachromaty a planapochromaty — korigované i zklenuti zorného pole. Vyznam pro mikrofotografi.

T
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| — e R . = e e e ]
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coCky. Slabé achromaty

Ortoskopické — nezkresluji zorné pole, maiji pfesné stejné
zvétSeni v celém zorném poli. Zejména k méficim uceltm.
Achromaty, planapochromaty

Kompenzacni — kompenzuji zbytkové chromatické vady.
Apochromaty

Periplanatické — odstrariuji astigmatickou vadu silngji zvétSujicich
objektivi. Planapochromaty.

Brillovy — dioptrické
Sirokouhlé — primér zorného pole a2 2,5 cm
Projektivy - mikrofotografie

-

A W A "




- preparat silny pro pruchod paprsku

- pozorovani v odrazenych paprscich

- upraveny kondenzor osvétluje preparat zespodu
(CoCka uprostied zaclonéna) — objekt sviti

metoda na pozorovani velmi malych objektu
(prvoci, bakterie) a jejich struktur zaziva

2) Stereomikroskopie — 2 mikroskopy se samostatnymi
objektivy a okulary - jejich optické osy sviraji urcCity uhel
- plynula zmeéna zvetseni bez zaostreni
(operacni mikroskopy)

 3) Mikroskopy pro mikrofotografovani, pro porizovani videozaznamu
s digitalnimi kamerami, projek¢ni mikroskopy, mikroskopy s

& mikromanipulatory
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{| » fazové kontrastni mikroskop

* interferenc¢ni mikroskop

- diferenc¢ni interferencni kontrast
dle Nomarského (DIC)

« polariza¢ni mikroskop
UV mikroskopie
* fluorescencni mikroskop

S L)

i 1953 — Nobelova cena za objev — Frits Zernike (1888 — 1966)

Slozené paprsky
po interferenci

&=
Mimofadny
paprsek i

Polar: AV ané




| Fazovy kontr@stl. .

Detaily objektu nejsou klas. svételnym mikroskopem
rozeznany vzhledem k malému kontrastu mezi
strukturami s podobnou propustnosti svétla

moznost pozorovani Zivych objektu v nativnim stavu bez =FT . [
barven tzv. ,hal6* efekt

1+ RuUzné Casti preparatu - ruzny index lomu — ohyb paprsku okolo bunék

A\

N

— objekty s vysokym n velmi ohybaji svétlo

« Pfi pruchodu svételné viny objektem: zpozdi se, neméni
intenzitu, ale posun jeji faze - v zavislosti na rozdilu indexu
lomu dané struktury a okoli, na délce optické drahy a na
vinové délce svetla.

Slightly out of phasa

Completely out of phase

|
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* Princip:
V kondenzoru - kruhova clona (zatemnély stfed)

Paprsky projdou vzorkem - na fazovych
objektech dojde k odchyleni nekterych
paprsku z puvodniho smeéru (vlivem ohybu,
rozptylu, lomu).

V objektivu - Ctvrtfazova desticka, také tvar
mezikruzi. Na ni dopad paprski, co
nezmenily smer pfi interakci s fazovymi
objekty, ty posunuty, ostatni paprsky (se
zmenenym smerem) desticku minou, nejsou
posunuty.

Rozdily ve fazi svétla prevedeny
na zmény kontrastu

Eyepoint

WE iece
!

Focal
plane of

eyepiece

Diffracted

light

1» Objective

: Specimen

} Condenser




Contrast

Three views of Paramecium caudaturm({food vacuoles contain stained yeast cells) S .4

Epitelialni bunka

optimum contrast high contrast

E e
G o
(leff) Bacllus thurnginensis with 5;-;;?#’_
endospores. (A)bright field; (B} A |

phase contrast &0y )

(rght) Pseudop odium of Chaos
(Pelomyxal carolinensis: (C)
brght field, (D) darkfield (700x)

% BioEd Online

=i = P .Hh'f ; VL |

1
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Obraz je vytvaren interfernci paprskt fazové posunutych i neposunutych
« Pozitivni fazovy kontrast: objekty tmavsi vucéi pozadi (fazové posunuty
paprsky se zménenym Sifenim)

* Negativni fazovy kontrast jsou-li objekty oproti pozadi relativne svétlejsi |
(fazoveé posunuty paprsky nevychylené ze svého smeéru) |
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* Princip: pracuje se 2 koherentnimi (interference schopnymi) paprsky,

1. prochazi objektem Obraz: vznika interferenci obou
2. vedle objektu oddelenych paprsku.

Vyhoda: moznost pfimého méreni indexu lomu objektu.

T o5 [

Varianta interferencniho mikroskopu:
Mikroskopy s diferen¢nim interferenénim kontrastem
-1 dle Nomarského (DIC)

HI. soucasti:

Polarizator srovnava viny, jez jsou v ruznych rovinach
Nomarského desticka v kondenzoru je hranaol, jez
zpracovava polarizované svétlo tak, ze na preparat
jdou dva paprsky soubézné vedle sebe.

V analyzatoru vidime 3D obraz v zavislosti na rizném
n ruznych ¢asti bunky. Zvyraznénim i malych rozdilu
vznikne plasticky obraz povrchu bunky.

—
s
e
-

Bacillus megaterium |

Bacillus cereus
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Princip: svazek polarizovaného svétla je
po pruchodu preparatem Stépen
polarizacnim filtrem na 2 nepatrné
posunuté svazky (nastava dvojlom).

{ Takto se vytvori i dva nepatrné posunute

obrazy, navzajem ,kolmo polarizované®.

Oblasti obrazu s fazovym posunem
(zpusobeného fazovymi objekty preparatu)

se presné nekryji a mista prekryvu
ruzného faz.posunu jsou interferenci
zviditelnéna zmenou jasu Ci barevnym
obrysem, v zavislosti na pouziti
monochromatickeho / polychromatickeho
svetla.

Unpolarized light

Image plane
Interference space
Analyzer

Main
Nomarski prism

Specimen

Condenser
Auxiliary
Nomarski prism

Plane-polarized light

Polarizer

Field diaphragm
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. zviditelnéni opticky aktivnich nebo
dvojlom vykazujicich struktur

|+ Princip: spojeni konvencniho

mikroskopu a polarimetru.

» Optickou aktivitou se projevuji | nekteré |
slozky cytoplazmy i proudeni
cytoplazmy.

S S S R PEEEE S




Princip: optik-a mikroékopu musi byt

z kremenneho skla (dobre propousti UV). Obraz
nepozorujeme okem, ale je zviditelnen na
luminiscencnim stinitku a je fotografovan.

Kratsi vinova delka UV = vyssi rozlisovaci
schopnost, te obvykle ale dosazeno neni. Optika
ma korigovany vady pro jedinou vinovou délku —
takovou, co je pritomna ve zdroji UV zareni.

Vyhoda: primeé pozorovani struktur
propoustejicich viditelne, ale pohlcujicich UV
svetlo (bilkoviny, DNA).




Mycobacteriu ph

\] S | Auramin-rodam
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] Vyuzito dlouhovinné UV a prilehla oblast viditelného spektra

1 fluorescenéni sonda) navazano na protilatku specifickou pro urditou

Vyuziva schopnosti nékterych latek
po ozareni svetlem o krats$i vinové délce emitovat viditelné svétio o
delsi vinoveé déice.

emitovaneho halogenovymi lampami.

UV svétlu je prizpusobena optika kondenzoru, zbytek optického k
systému totozny s béznym optickym mikroskopem. — 18

Pridany filtry (bariérovy) chranici lidskeé oko pred zbytkovym UV, ~DAPI

Calcofluor
Fluorescenci vykazuiji: Akridinova oranZ
nekt. slozky zivé hmoty i bez obarveni (latky s aromatickym
jadrem Ci heterocyklem — napr. amk. tryptofan), vétSinu preparata vsak
barvime fluorescencCnimi barvivy na zakl. specifické interakce s
bunécnymi strukturami. Mnohdy je fluorescencni barvivo (fluorochrom,

____...—'——-—-—._-

bilkovinu v cytoplazme, tak Ize selektivne zviditelnit slozky cytoskeletu
eukaryotickych bunék, chromatin, membr.bilkoviny apod. 2




%3 — iluminator (osvétlovat)
4 — objektiv
5 — oto¢na kazeta na kostky s filtry
6 — okular

7 — univerzalnt kondenzor

oSy A o A

7 e Ve B
1 — vysokonapgfovy zdroj (

. ] !/L G Kl
2 — schranka s vybojkou

- [
CLQ}V\, ardoianon = leredtBoe o
- 9 0 TR
) wetne 4'(/‘{1‘\,\, Yo «'\((w«(/—(‘]y ! 7

Rtutova vybojka

Excitaéni filtr

Zrcatko 30 7 puryl prael
Objektiv
Preparéat

I

Bariérovy filtr ~ dujbn o b ch

FILTR § FLUOROCHROMOVANYM -

I FY -
1 CERVENA
L CERVENR
ZLutd
1 Pl .
i ZDROJ ZELENA MODRA
ZARENT T r——
MODRA
uy
e Uy 8
supici PREPARAT
OBJEKTEM

{ Priklad s filtry:

temném poli sviti zluté buriky.

Princip fluorescenéniho mikroskopu
OtocCna kostka s filtry a zrcatkem.
Zrcatko rozdéli excitaCni a emitovane svetlo
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SloZzené svétlo po pruchodu budicim filtrem redukovano
na svétlo modré, ost. pohlceno. Modré svétlo dopada
na bunky s fluoresc. barvivem, to vysila paprsky o delSi
viné (Zluté). Modré je pohlceno bariér filtrem. V




Tabulka 7.1 RGzné typy svételné mikroskopie: srovnani

Typ mikroskopie

Jasné pole (neobarveny
vzorek). Svétlo prochazf vzorkem
piimo, pokud neni vzorek pfirozene
pigmentovan nebo uméle
obarven, je obraz mélo kontrastni.

Jasné pole (obarveny vzorek).
Obarven( rtznymi barvivy zvysuje
kontrast, ale vétsina barvicich
procedur vyzaduje pfedchozf fixaci
(konzervaci).

Fluorescence. Ukazuje umisteni
specifickych molekul v burice.
Fluorescencénf latky pohlcujf
ultrafialové zafeni o kratké vinove
délce a vysilaji viditelné svétlo o delsf
vinove délce. Fluoreskujici molekuly
se mohou ve vzorku nachazet
pfirozené, ¢astéji jsou viak vytvareny
znac¢kovanim molekul, které nas
zajimaji, pomoci fluorescencnich
latek.

Mikrofotografie licnich epitelialnich
bunék u ¢clovéka

50 um

Typ mikroskopu

Fazovy kontrast. Zvysuje kontrgs
v nebarvenych burkach amplifikg
rlizné hustoty vzorku, zvlasté
vyhodné pro sledovanf zivych,
nepigmentovanych bunék.

Diferencialné - interferencni
kontrast (Nomarski). Podobné
jako fazoveé kontrastnf mikroskopie
vyuziva optickych modifikaci ke
zvyseni hustotnich rozdild.

Konfokalni. Vyuziva laseru

a pocitacové pro ,optické fezy".
Postupné jsou zobrazovany pouze
malé oblasti a pocitac je sklada.
Oblasti nad a pod vybranym
zornym polem nejsou zobrazeny,
a proto v pocitaci vznika ,opticky
fez". Tento mikroskop je typicky
vyuzivan pro fluorescencne
obarvené vzorky, jako v tomto
pfipadé.
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r Optické mikroskopy vytvarejici obraz postupne,

4| = nesou informaci z uzkeho svétel.paprsku:

z jednotlivych bodu (pixeli)

1.laserovy radkovaci ( rastrovaci,

skenovaci) konfokalni mikroskop

»Rusivé svétlo z vrstev nad a pod rovinou ostrosti
odstraneéno z drahy k detektoru zabranou s malym
otvorem — vysledek: perfektné ostry obraz.
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Paprsek se po objektu posouva a obraz jednotlivych
bodu se sklada v PC. Posunem paprsku do jiné
hloubky lze vytvorit optické rezy a skladat je do
3D obrazu.

*\/yznam: moznost pozorovani i relativné silnych
preparatu, véetné nativnich.

»Konfokalni mikroskop Ize upravit i pro konfokalni
fluorescencni mikroskopii
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Observer or camera
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2. barevny radkovaci mikroskop ,,s letici

3. opticka skenovaci mikroskopie

stopou*

misto mechanického radkovaciho systému pouziva jasnou
bilou svetelnou stopu, ktera prebiha po radcich na obrazovce

osciloskopu.
Vyhody: vyborné rozliseni, vysoky kontrast (Upravou jasu
zdrojove svetelné stopy v zavislosti na absorbanci preparatu)

v blizkém poli NFOS

velmi uzky svetelny paprsek prochazi po radcich velmi
tenkym preparatem a jsou mereny zmeny jeho intenzity.
Vyhody: rozliseni 10 —100x vysSsSi nez u klasického
svetelného mikroskopu. Vyhodou oproti elektronove
mikroskopii (viz dale) je, ze vzorek nemusi byt umistén ve
vakuu ale |ze jej pozorovat napr. ve vodnéem prostredi.
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| f « Zobrazeni predméta pomoci urychlenych elektronovych
1

svazki — elektrony maji vinovou délku de Broglieovych
hmotnost.vin

« Urychlenim Ize dosahnout stotisickrat kratSich vinovych délek: =
RozliSovaci schopnost pak (6= A /n*sina): velmi mala A
« Vlivem velkych optickych vad pouzitych ¢oc¢ek (magneticke)
T bit! Tm bit | Dve bt an dlctron ! pomérné mala numericka
apertura — radov¢ setiny.
RozliSovaci mez: desetiny nm (mlk)

- odrazové

Another casualty in the War of the Atoms.
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{. rozliSeni: desetiny nm (vétSi molekuly)
« Struktura objektu: pruchodem el.svazku F

1]l « Elektronovy paprsek: ze zhaveného | 5
kovového viakna

.V biologické praxi: Z 5000 -100 000 x | - i)

 Proti rozptylu elektronu: v tubusu EM

vysoke vakuum | B
« Cocky vytvareny obvykle rotagné
symetrickym elmag. polem J &

« Konec¢ny obraz pozorujeme neprimo,
projekci na luminiscencni stinitko
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vzniklé zpracovanim
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elektronoveé
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. velml uzky paprsek elektronu je vychylovacnm
systemem nucen prejizdét po povrchu preparatu po
radcich
* Rozlisovaci schopnost SEM o 1-2 rady mensi nez

TEM, ale moznost pozorovani objekti

s komplikovanou 3D strukturou (signal totiz nese
informaci o sklonu povrchu v misté dopadu svazku elektron()

vvsledkem je obraz s vysokou hloubkou ostrosti
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Nad povrchem preparatu se pohybuje
velmi tenky kovovy hrot, ke kterému
~tuneluji® elektrony z povrchu
preparatu (tunelovy efekt — jev kvantoveée
mechaniky, kdy castice pronikaji oblasti,
na prekonani niz by dle zakonu klasické
mechaniky nemeli dostatek energie)

Zobrazuje se elektronova hustota na

Cathode-ray
tube for

povrchu preparatu s rozliSenim na

urovni rozmeéru atomud.

Vyhody: Vzorky nemusi byt ve vakuu,
ale napr. i ve vodném prostredi.
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'Hyperzvuk p-)roniké v kapnéoh | peném
prostredi do hloubky jednotek az desitek
mikrometru.

Pozorovani preparatu neprostupnych pro
elektrony a viditelné svetlo.

Informace o mechanickych vlastnostech
prostredi.
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Barveni bunék

;’ | g . |
 Gramovo barveni — barvem bakterii jako
identifikaCni metoda

=7+ Hans Christian Joachim Gram (1884)
1)Bazické barvivo --- 2)voda ---- 3)Lugoluv k.
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' fixaéni roztok --- 4)voda --- 5)aceton,
#Anol --- 6)voda --- 7)safranin (dobarveni)
e TR e

safranin




" Gramnegativni typ
bunécné stény:
peptidoglykan 10%, 2nm,
porozni vypln mezi
cytoplazmatickou membranou
a vnéjsSi membranou.
1| Barvivo se v porozni

vrstvé nenavaze,

odmyva se.

£5% Grampozitivni typ
L bunédéné stény:
= peptidoglykan 40nm, 90%,
hydrofobni struktura.
Mezi polymerem je voda.
Do hydratované vrstvy se
dostava barvivo krystalove
violeti, Lugoluv roztok
fixuje primo na strukturach.
Organické rozpoustedio
' poté dehydratuje vrstvu.
Barvivo zustava pevné
vazano, nedobarvi se dal

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE
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Field of View and Light Intensity

Final
magnification 100x 400x

Apparent field:

(et without ad justing T
brightness a1 ;: &
M (g ht) afte rcomp ensating i ; A .2
F with intensity control ki Bl
m':. Ie i
R p
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o Objective
pr magnification =

Quantity of
light

True field
diameter

Area

4" BioEd Online
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etaf: (2000)Mlecular ced biology.(4th ed.). New

odish, Hg: eeman and Co.




Maximum Useful
Magnification

Resolution

Description

Fluarescence

‘Phase contrast

differential
~ interference
;Bmfocal

Transmission
‘electron
(TEM)

- Seanning
electron
(SEM)

1,500

1,500

2,500

1,500X

1,500X

1.500X

1,500X

500,000-1,000,000<

10,000~1,000,000X

100-200 nm

100-200 nm

100 nm

100-200 nm

100200 nm

100-200 nm

100-200 nm

1-2 nm

1-10 nm

Extensively used for the visualization of microor-
ganisms; usually necessary to stain specimens
for viewing

Used for viewing live microorganisms, particularly
those with characteristic morphology; staining
not required; specimen appears bright on a dark
background

Improved resolution over normal light micro-
scope; largely replaced by electron microscopes

Uses fluorescent slaining; useful in many diagnos-
tic procedures for identifying microorganisms

Used to examine structures of living microorgan-
isms; does not require staining specimens

Used to examine structures of microorganisms;
produces sharp, multicolored image with three-
dimensional appearance

Used to examine structures of microorganisms and
individual microorganisms within mixtures of
various types of microorganisms; uses fluores-
cence slaining; produces blur-free image; used
to produce three-dimensional images

Used to view ultrastructure of microorganisms, in-
cluding viruses; much greater resolving power
and useful magnification than can be achieved
with light microscopy

Used for showing detailed surface structures of
microorganisms; produces a three-dimensional
image
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Obrazova dokumentace a
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Zarizeni

Komprese a formaty obrazu
Pojmy
Programy - analyza obrazu (LUCIA)




uwenhoek.html

w3.uniromal.it/MEDICFISIO/micr
oscopy.htm

micro.magnet.fsu.edu/cells/bacter
lacell.html




