[Cytologie a morfologie bakterii

Cytologie — (fec.kytos — dutina, logos —nauka) — je véda studujici

burnku

» jeji strukturu
fyziologické funkce
interakce s okolim
proces déleni apod.
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Morfologie - (ifec. morfe tvar, logos te¢, nauka) - nauka o struktuie, tvaru a vyvoji
biologickych objekti.
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% Bunka - definice
% rozdily bunék prokaryot, archeii a eukaryot
+» velikost a tvar bakterialni buriky

Historicky vyvoj bunécné teorie

* rozvoj mikroskopie (17. stoleti az soucasnost)

« Jan Evangelista Purkyné (1787 —1869) jako prvni vyslovil r. 1837 myslenku o
principialni analogii ve strukture zZivoc¢isného a rostliného téla (prednéska ,, O
zaludecnich zlazach a podstaté traveni®)

* Matthias.J. Schleiden ( 1804-1881) botanik, studoval riist rostlinnych tkani a popsal
objev rostlinnych bunék, Theodor Schwann (1810-1882) studoval tkané Zivocichti a
zejména bunky tvorici michu. Ukazal, Ze embryo vznika z jedné buriky délenim.
Spoleéné pak v r.1839 zformulovali roztristéné poznatky, do sjednocujici bunécéné
teorie, Ze cely vyvoj Zivé prirody se opira o rist a tvoreni bunék, a Ze buriky rostlin a
Zivocichi se shoduji tvarem a funkeci. Burika je zékladni, stavebni a funkéni jednotkou
zivych organismdu.

1. VSechny organismy jsou tvotreny jednou nebo vice burikami

2. Burika je zakladni jednotkou zivota — nejmensi jednotkou, ktera splnuje
vSechny charakteristiky Zivota.

3. Burniky vznikaji z jiz existujicich bunék (tento bod byl pfidan az dodatec¢né).

*  Rudolf Virchow (1821-1902) némecky patolog, tvrdi r. 1858, Ze nové buiiky vznikaji
jen délenim z jiz existujicich (Omnis cellula e cellula —kazda bunka z buriky.) ,,Kde
existuje burika, tam musela existovat burika i pred ni, stejné jako zvire vznika z jiného
zvifete a rostlina z jiné rostliny...“ Pro své tvrzeni ovSem nemél jednoznacény dikaz.

e Ten prisel az s brilantnimi experimenty francouzského chemika Louise Pasteura
(1822-1885). Pasteur byl od mladi bojovnik, ktery se nebal postavit tvrzenim i
mnohem znameéjsich védci, nez bylo on. V roce 1854 se zacal zajimat o proces
fermentace. VEtSinou se v tanku timto procesem vytvarel kvalitni alkoholicky napoj,




ale ¢as od casu se v tanku néco zkazilo a vSe se muselo vyhodit. Pasteur zjistil, Ze pri
zdravém procesu se v tanku nachazi pouze bunky kvasinek, zatimco pri zkazeni se tam
objevuji podstatné mensi podlouhlé buriky, které pred tim nevidél. Pasteur se ptal,
kde se tam berou. V té dobé si vSichni mysleli, Ze se tu a tam tyto organismy
spontanné v tanku objevi. Ale pro¢ jen v nékterém a jiném ne. Pasteur prisel

s napadem, ze spory téchto organismu se do tanku obcas dostanou otevienym
otvorem ze vzduchu. Izoloval tedy tanky a zjistil, Ze tim zabranil zkazeni. Okamzité si
uvédomil, co tento objev znamena pro teorii spontdnniho tvofeni bunék. Vytvoril
proto prresvédéivy experiment, kdy medium v batice zahtal plamenem tak, Ze zabil
veskeré zivé organismy. Pokud ovSem toto medium nechal stat nékolik dni se
snadnym pristupem vzduchu, zacali v ném rist organismy nové. Pokud ovSem ptistup
vzduchu zkomplikoval trubici ve tvaru S tak, aby se pii ochlazovani média
kondenzujici voda ze vzduchu zachytila v prohlubni trubice (a s ni i vnikajici
mikroorganismy), ztistalo médium cisté.

e rozvoj biochemie, (1.polovina 20.stoleti)

* 1953 struktura DNA (Watson, Crick a Franklinova)

- informacni exploze poznatki béhem prudkého rozvoje molekularni biologie
(2.polovina 20. stoleti az soucasnost)
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% Bunka

0 je minimalni jednotka strukturni, funkéni a reprodukéni

0 zaujima v organizacni hierarchii zivych soustav zvlastni postaveni tim, Ze je zakladni a
soucasné minimalni jednotkou (systémem), kterd vykazuje vSechny znaky zivé
soustavy. Tzn., Ze je déle nedé€litelnd na jednodussi slozky, které by vykazovaly
vSechny zékladni znaky zivé soustavy a soucasné i to, Ze vSechny sloZitéjsi zivé
soustavy pouzivaji bunku jako sviij strukturalni funkéni subsystém

0 déleni bunky je jedinou formou reprodukce Zivych soustav, u jednobunéc¢nych
organismi se burnka pouze rozdé€li

0 ztermodynamického hlediska predstavuje otevieny systém, v némz dochazi k trvalé
vymeéneé latek, energie a informace s okolim

o dalsi funkci je rlst a rozmnoZovani probihajici v prostiedi méné komplexnim, nez
burika sama (odliSnost od viri a bakteriofagli)); nese NK + synteticky aparat
biopolymert

¢ Rozdily bunék prokaryot, archeii a eukaryot

% RozliSujeme tii hlavni funkéni principy organizace burky
» Pamétovy princip (tvofen organizaci nukleovych kyselin )
» Membranovy princip (existence biomembran, podili se rozsahle na toku
latek,energie a informace)
> Princip cytoskeletalni ( existence vlaknitych bilkovinych struktur v cytoplazmé
buneék, i ten, zda se, naléza analogii u vSech typt bunék )
% Dle povahy vnitinich struktur rozliSujeme dva typy bunék z nichz mohou byt organismy
sloZzeny — prokaryoticky a eukaryoticky typ bunék.

Prokaryoticka burka

0 Struktura je rozliSena na jadro, cytoplazmu a cytoplazmatickou membranu.

0o Zakladnim znakem prokaryotickych bunék je to, Ze jejich bunécné jadro,
které vidy obsahuje dsDNA, neni proti cytoplazmé ohraniceno membranou a
nedéli se mitoticky.

0 Bunécéné jadro se vyznacuje takovymi vlastnostmi, Ze se oznacuje jako jadro
prokaryotické — nukleoid. Obvykle obsahuje jednu molekulu ds DNA (chromozom




Sgoleéné znag organismﬁ v doméné Bacteria

prokaryotické buriky), ta u vétSiny kruznicova (linedrni ds DNA napt. u Borrelia
burgdorferi, Streptomyces lividans).

RozmnoZovani je nepohlavni a realizuji se vSechny zpisoby pfenosu genetické
informace: replikace DNA, jeji transkripce a translace mRNA.

Neobsahuje ani mitochondrie, ani chloroplasty.

Ribozomy obsahuji nasledné druhy rRNA : 5S-,16S- a 23S-rRNA, sedimentacni
koeficient prokaryotickych ribosomai je 70S.

Vsechny bunécéné zivé soustavy se klasifikuji do tfi domén (doména je hierarchicky
nejvyssi taxon, pod doménou je fise) Bacteria, Archea a Eukaryota.

Organismim domén Bacteria a Archea je spole¢ny prokaryoticky typ burky, lisi
se vSak v n€kolika podstatnych znacich.

Bakteridlni 16S-rRNA obsahuje sekvence specifické jen pro bakterie a sekvence podobné
eukaryalni 18S-rRNA a archealni 18S-rRNA.

Vétsina bakterii disponuje bunéc¢nou sténou, jeji zakladni slozkou je peptidoglykan neboli
murein.

Lipidy cytoplazmatické membrany bakterii maji esterovou vazbu mezi glycerolem a
vy$S§imi mastnymi kyselinami.

Pri syntéze polypeptidového ftetézce se v bakteriich zarazuje jako prvni amk N-
formylmetionin.

Stran vyzivy jsou bakterie autotrofy (foto-,chemo-) nebo heterotrofy (foto-, chemo).
Pokud jsou fotoautotrofni, pak uskutecnuji fotosyntézu anoxigenniho typu (neuvolnuji
molekularni kyslik pri fotosyntéze). Jen sinice uskutecnuji fotosyntézu oxygenniho typu.

Sgoleéné znag organismﬁ v doméné Archea

(be

Archealni 18S-rRNA obsahuje sekvence specifické jen pro archea a sekvence podobné
eukaryalni

18S-rRNA a bakterialni 16S-rRNA, fylogeneticky bliz§i doméné Eukarya. Neobvykla RNA
7z T a dHU).

Zéakladni slozkou bunééné stény je pseudopeptidoglykan neboli pseudomurein.

Lipidy cytoplazmatické membrany archeii maji etherovou vazbu mezi glycerolem a
vysSimi alkoholy. Dietherové lipidy tvori dvouvrstevnou membranu, zatimco tetraéterové
predstavuji v cytoplazmatické membrané spojeni dvou lipidovych vrstev v jednu.

Geny prepisované do tRNA a rRNA archeii obsahuji introny.

Archealni translace se vyznacuje jak prvky translace bakterialni, tak i jesté nevyvinutymi,
rudimentarnimi prvky eukaryéalni translace. Prvni aminokyselinou je metionin.
Proteosyntéza je inhibovana anisomycinem
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Eukaryoticky typ buriky maji organismy domény Eukaryota .

Eukaryoticka burnka

a Struktura je rozliSena na jadro, cytoplazmu a cytoplazmatickou membranu.

0 bunééné jadro obsahuje komplex dsDNA, histonti a proteint nehistonové
povahy. Chromozomy jsou tvoreny linearni DNA. Jadro je proti cytoplazmé
ohraniceno membranou a déli se mitoticky (tim se zajistuje rozdélenim
chromozomu do bunék).

o Sténa bunék se sklad4 zchitinu (houby), celulézy (rostliny), zZivocisné buiky sténu
postradaji.

0 Bohatstvi membranovych kompartmentti. V cytoplazmé se oproti prokaryotické

burice nachazi organely, jsou to zvlasté mitochondrie a v rostlinnych bunkach i plastidy
(mitochondrie a plastidy jsou membranou oddéleny od ostatniho kompartmentu burnky a
obsahuji alesponn jednu kruznicovou molekulu dsDNA, v mitochondriiich je oxidativni
fosforylaci ziskavano ATP a v chloroplastech,jednom tz typu plastidi, probiha fotosyntéza




za ucasti chlorofylu) Dalsimi typickymi organelami jsou endoplazmatické retikulum,

Golgiho aparat a lyzozomy.

Rozmnozovani nepohlavni a pohlavni
Ribozomy obsahuji nasledné druhy
eukaryotickych ribosomai je 80S.

prokaryota

eukaryota

nukleoid

nukleus

volné polysomy

ribosomy asociované s RER

chybi ER

RER,SER

volné enzymy

lyzozomy

protone motive force: pmf

mitochondrie

rRNA

,sedimenta¢ni koeficient

Tabulka: Vyhody jednotlivych typi bunééné
architektury

. RER drsné endoplazmatické retikulum
. SER hladké endoplazmatické retikulum

A Comparison of Prokaryotic
and Eukaryotic Cells

Features held in common by the two types of cells:

Features of eukaryotic cells not feund in prokaryotes:

Plasma membrane of similar construction

Genetic informanon encoded in DINA using identical genetic
code

Similar mechanisms for transcription and translanion of genetic
information, including similar ribosomes

Shared metabolic pathways (e.g., glycolysis and TCA cycle)
Similar apparatus for conservation of chernical energy as ATP
(located in the plasma membrane of prokaryotes and the
mitochondral membrane of eu kﬂr_','uzr:e.':l

Similar mechanism of photosynthesis (between cyanobacteria
and green plants)

Sinl;iﬂ.f I'[]fi:'tlﬂlli.b'[]l '-[:H.‘ H_‘f’] It}!‘.’:'ri.;’.llllg ar IIJ. i.l I‘;El‘liug lIIc:'[ﬂ):riiJ“.'
proteins

Proteasomes (protein digesting structures) of similar
construction (between archaeabacteria and eukarvotes)

Division of cells into nucleus and cytoplasm, separated by a
nuclear envelope containing complex pore structures
Complex chromosomes composed of DINA and associated
profeins that are capable of compacting into mitotic structures
Complex membranous cytoplasmic organelles (includes
endoplasmic reticulum, Golgi complex, lysosomes, endosomes,
peroxisomes, and glyoxisomes)

Specialized cytoplasmic organelles for acrobic respiration
{mitechondria) and photesynthesis (chloroplasts)

Cump]ex L‘_!;'toskﬁ:lt:tal system f_im;iud'mg mucrofilaments,
intermediare filaments, and microtubules)

Complex flagelld and cilia

Capable of ingesting Auid and particulate marerial by enclosure
within plasma membrane vesicles (endocytosis and
phagocytosis)

Ccl]ulﬂse—co:uaining cell walls {in pl:m[s]

Cell division using a microtubule-containing mitotic spindle
that separates chromosomes

Presence of two copies of genes per cell (diploidy}), one from
each parent

Sexual reproduction requiring meiosis and fertilization
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% Prokaryotické

i

z hypotetického predka, jemuz predchazela jesté jednodussi
Ziva soustava — tzv. progenot (vznik mezi 3,8 az 4,2 x 109
pred soucasnosti). Od univerzalniho predka se odvinuly
zakladni vétve (linie) organizmii, vyjadiené univerzalnim
fylogenetickym stromem ( sestaven na zikladé€ srovnani
sekvenci nukleotidd 16S-rRNA u prokaryot a 18S-rRNA u
eukaryot). Jedna se o tyto linie:

» linie smétujici k bakteriim

> alinie,vétvici se na dalsi dvé

eukaryotické bunky se vyvinuly

* najednu smérujici k archeim
e anadruhou k eukaryim.
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Velikost a tvar bakterialni bunky — avod, viz prednaska 2




< Siroké spektrum velikosti

(Od bakterii velikosti nejvétsich virt az po prokaryotni buriky viditelné pouhym okem, od
0,1 do 600 um )

Nejmensi (napi. nékteri prislusnici rodu Mycoplasma) méri primérné 100 az 200

nm , coz je srovnatelné s rozmeéry virt (adenoviry).

Escherichia coli, ptiklad baktérie primérné velikosti, je1.1 az1.5 um Siroka a od 2.0 do

6.0 um dlouha

Neékteré spirochety dosahuji délky 500 um. Cyanobacterie Oscillatoria ma primér asi

7 um (stejné jako ¢ervena krvinka savcii). Obrovska bakterie Acanthurus nigrofuscus

Zije ve stfevé ryb rodu Acanthurus. Epulopiscium fishelsoni dosahuje skoro délky

pomlcéky na papite, dortista témér 600 um.

» 750 um - nejvétsi zndma prokaryotni burika, objevena
r.1997: Thiomargarita namibiensis, coz znamena "sirova
perla Namibie." (uvnitt bunky jsou zietelna sirna téliska;
bakterie Zije na pobteznich sedimentech
v Namibii; anaerobni respirace nitrati;
zdrojem energie je sira). Pro predstavu:

kdyby nejvétsi prislusnici rodu Thiomargarita byly velci jako

modra velryba, pak by bakterie bézné velikosti dosahovaly rozmért

Cerstvé narozenych mysi a vySe zminénd Epulopiscium by byla

velka jako lev.

V kontrastu k obrovské thiomargarité zminme existenci extrémné malého

eukaryotniho jednobunéc¢ného organizmu zvaného Nanochlorum eukaryotum.

Dosahuje priméru jen asi 1 az 2 um, coz odpovida priimeéru E. coli, piesto je skutecné

eukarotni (ma i jadro, je vybaven chloroplasty, mitochondriemi) (dle str. 39-41

Prescott et all. 1996).

» Jetak vidét, ze nékolik bakterii je daleko vétsich nez priimérna eukaryotni burika a
naopak, a ze tedy zminovat velikost mezi znaky odliSujicimi prokaryota a eukarota
je minimalné diskutabilni (dle str. 41,Prescott et all. 1996)

» Vyznam velikosti bakterii: diky povétSinou malé velikosti maji bakterie velky
pomér povrchu k objemu (napf. kulovitd bakterie o priméru 2 pm disponuje
plochou povrchu o asi 12 uym2 a objemu okolo 4 pm3. Pomér povrchu k objemu
tak ¢ini 12:4, ¢i 3:1.0proti tomu, bunky eukaryotické s primérem 20 ym maji
povrch 1200 um? a objem asi 4000 ums3. Pomér povrchu k objemu zde ¢ini
1200:4000, ¢i 0.3:1.), coz znamend, ze vSechny vnitini ¢asti bunky jsou blizko
povrchu a nutrienty tak snadno a rychle dosahuji vsech ¢asti ( str. 75,Black 1996).
Je to také jeden z dlivodd, proc jsou prokaryota tak tspésna i pres jejich relativné
jednoduchou stavbu.

Poznamka: ,Epulopiscium fishelsoni (az 600 um), pribuzny G+ rodu Clostridium,

Epulopiscium appears to overcome the size limits set by diffusion by having an outer

layer consisting of a highly convoluted plasma membrane. . . The bacterium

reproduces when between one and about seven daughter cells develop asexually
within the parent and then escape through a centrally located slit in the parental cell
envelope

% Siroké spektrum tvaru bakterialni bunky




— Bacterial Morphology

. Gram-paositive cocci in grapelike

clusters (staphylococci)

. Gram-positive cocci in chains

(streptococci)

. Gram-positive cocci with capsules

(pneumococci)

. Gram-positive, clubshaped,

pleomaorphic 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)

10. Peritrichous flagellation
1. Lophotrichous flagellation
12. Monotrichous flagellation
13. Formation of endospores
(sporulation) in cells of the
genera Bacillus and
Costrdium (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™)
14. Free spores (spore stain)

Morfologie kolonii — ivod, viz prednaska 2

Kolonie bakteridlni = spole¢enstvi bunék vzniklé obvykle na povrchu pevné kultivaéni
pudy z tfeba i jediné Zivotaschopné burniky.

»  Velikost (priimér; mm)

= Tvar — kolonie pravidelna kulat4, ovalna, nepravidelné lalo¢nata, vlaknita, rhizoidni,

plazici se

» Profil — kolonie vyvysena, plocha, pupkovita,miskovita ...

» QOkraje — pravidelné, filiformni, lalo¢naté, okrouhlé ...

» Povrch — hladky, leskly (S — faze), matny, drsny (R- faze), krabaty

» Transparence — prihledna, prisvitna, neprisvitna kolonie

= Barva- kolonie bezbarvi, ¢i pigmentovana :nasedla, bélava, zluta ...

> Dalsi znaky popisované na bakterialni kolonii:
»  Viné, zapach — po jasminu, zluklém masle, ovocny ...
=  Tvorba mycelia
. Zmény media — dvorec zbarveni, hemolyzy, precipitatu
. Konzistence — zjiStuje se bakteridlni klickou (viskozni, mazlava, drobiva,
zartsta do agaru)

Circular Irregular Filamentous Rhizoid
Elevation
Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Kolonie Serratia marcescens
@ 0,4mm (Neubauer Z.)



Kolonie Bacillus mycoides
Pohyb bi¢ikl proti sméru hodinovych

rucicek

Mefitko: 1cm (Di Franco a kol. 2002)

o lupa, mikroskop, snimaci technika slouzi ke sledovani

morfologie kolonii,

povrchi bunék,

pohybu a struktur pohybu bunék
rastovych cyklt bunky

Mikroskopie

Historie mikroskopie

Lidské oko ma rozliSovaci schopnost jedné obloukové minuty, coz odpovida pri

pozorovani zkonvenc¢ni zrakové vzdalenosti bodim vzdilenym od sebe asi sedm setin
milimetru. Pouzitim lupy redukujeme tuto vzdalenost asi desetkrat.

Lupa je nastroj pouzivany na optické zvétSeni pozorovaného predmeétu. Sklada se z

cocCky, vyrobené typicky ze skla,nebo prtihledného plastu a drzatka, které miize mit mnoho
riznych podob, od prosté tycky, za kterou lze lupu drzet, pres riizné stojany, az po pouzdra,
do kterych 1ze lupu zaroven uschovat.
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640 pr.n.l. nejstarsi zbytky ¢ocky (Ninive)

424 pi.n.l. prvni pisemné zminky o ¢ockach, Aristofanova hra The Clouds , kde zminuje
opticky systém pro zapalovani

1.stoleti n.l. spisy Plinia Starsiho (23—79) poukazuji na znalost ¢ocek jako prostiedku ku
vytvoreni ohné ve starém Rimé.a zmitiuje asi prvni korekei zraku ¢o¢kou: Nero tidajné sledoval
zapasy gladiatorti krystalem emeraldu, ¢imz snad korigoval svou kratkozrakost. Plinius i
Seneca Mladsi (3 pi.n.l. — 65) popisuji efekt zvétSeni obrazu pomoci globu naplnéného
vodou.

10. stol. Arabsky matematik Ibn Sahl (940-1000) uzival pravidel, dnesnich snellovych
zakonu, pro vypocet zaktiveni ¢ocky. Ibn al-Haitham (965-1038) prvni velké pojednéni o
optice, kde popsal Gcast ¢ocky oka na vzniku obrazu na sitnici lidského oka.

¢ocky z brousenych krystalti vyrabény ve vikingském piistavu Fréjel, kraj Gotland ve Svédsku
od 11. do 12. stoleti méli kvalitu zobrazeni srovnatelnou s asférickymi cockami z padesatych
let 20.stoleti.

Od 11. stoleti, Evropa ¢teci kameny ( hemisferické prisvitné objekty polozené na text,
slouzily ke ¢teni pro dalekozraké)

80. 1éta 13. stoleti vynalez bryli ziejmé Italie.




« 1451 Nicholaus Cusanus, némecky kardinal, povazovan za objevitele pfinosu spojnych
cocek pro korekei kratkozrakosti

% 60. léta 19.stoleti Ernst Abbe (1840-1905) zakladatelem teorie optickych pfistroja a

autorem optického pristroje, ktery nese jeho jméno — Abbeho komparator. Svou, tzv. Abbeho

teorii zroku 1873 zacal novou epochu konstruovani mikroskopti. V roce 1866 vyvinul

apochromatické objektivy. Je po ném pojmenovano Abbeho &islo, udavajici disperzni mohutnost daného
prihledného prosttedi v oblasti viditelného svétla.

Mikroskop (¢esky téz drobnohled), je opticky pristroj pro zobrazeni malého sledovaného
objektu ve vét§im zvétseni. Zakladem jsou dvé soustavy ¢ocek: objektiv a okular.

% [1595], Zacharias a Jan Janssenovi- sestrojili prvni mikrosko

% Ttalové ptipisuji objev mikroskopu druziné kolem Galilea Galileiho (1564 —1642) .Ital
Stelluti (1630) poprvé pozoroval objekty mikroskopem, Ital Marcelo Malpighi (1628-1694)
popsal struktury né€kterych organt stejné jako Anglican Grew (1641-1711).

“T t.-l}l]k: a good clea{f' piece of C’urk & Buitku poprvé popsal Anglitan
Keen a5 a Fazor - cut off -t Robert ‘Hooke (1635 -1703)
. . . Zkoumal parafinové fezy
exceeding t;hm ‘])1ece‘uf it. For rostlinného materidlu — napf-
upen examination with my. korek, ve kterém pozoroval mnoho
?ﬁ;ﬁfﬁg :égiigl;:dtjiiezﬂmgly komirek (bunky). V praci nazvané
: ' ' Micrographia _665) zvetejnil
perforated and porous...These . P T, , .
pores, or cells, were not very deep, RO]ednanl o Rouzm a vykonnosti
but consisted of a great many Jl}rln Sle StroJerlehl(l) drobn((i)hledud a
little Boxes.” atlees | Mokt oo fleaelorne

These words were written by Robert
Hooke in 1665. The pores or cells that
Hooke described were really —

% Antony van Leeuwenhoek ( 24.10.1632 — 26.8.1723)

* holandsky prirodovédec, pivodné amatér, zakladatel védecké mikroskopie Unikatni
typ naturalisty, ktery se diky cilev€édomosti stava jednim z nejvyznamneéjsich védci 17.stoleti.
Jako prvni pozoroval ,zZivot* pod jednoduchou, ale velmi kvalitni ¢ockou mikroskopu.
Vyznamny kritik soudobé védy.

* Narodil se vrodiné kosikare. Vystiidal mnoho zaméstnani (obchodnik v Delftu..).
Zajem o mikroskopovani projevil, kdyz bratfi Janssenovi sestrojili prvni mikroskop. Sam
sestrojil vice neZ 400 mikroskopt, nékteré zvétSovaly az 27o0krat. Setkaval se s védeckou
kralovskou spolecnosti v Londyné; od r.1673 ji posilal sva pozorovani ve for E—

» Objevil protozoa (,animalicula®) a spermatické burky.

» Popsal konjugaci u Vorticelly

* 1675 — objevil infuzoria

* objev pricbého pruhovani svalii, proudéni krve v kapilarach

* 1677 — objev spermatickych bunék u zvirat

* 1683 — objev mikrobii v zubnim hlenu (vyznam jesté neznal)

* 1722 — souborné ¢tytsvazkové vydani jeho zprav ,,Opera omnia“ (Sebrané spisy)

% |60,léta 19.stoleti, Abbe viz vyse
» korekce aberaci, imerzni objektiv

< [1881], Ehrlich

» prvni vitalni barveni methylenovou modii (rozliSeni zivych bunék)

> , Gram

» diferencialni barveni
% [1931], Ernst Ruska (1906 — 1988)




e transmisivni elektronovy mikroskop(TEM)

+% Gerd Binning a Heinrich Rohrer (IBM, Zurich) - skenovaci tunelovy mikroskop

(scanning tunneling microscope, STM). Umozinuje lidskému oku nahlédnout na povrch hmoty
v rozméru nanometru.

% Trojice védci, Ruska, Binning a Rohrer, ziskala v roce 1986 Nobelovu cenu za fyziku.

Typy mikroskopt

Opticka (svételna) mikroskopie

¢ max.zvétSeni 1500X, max. rozliSeni 200nm (morfologie, tvar burnky)

» kvytvoreni obrazu se vyuziva viditelné svétlo (je tedy limitovan délkou svételného
paprsku

400 — 600 nm)

e Cocky jsou ze skla

» obraz vznika na zakladé vlastnosti svétla, ktera prostiedim prochazi, ¢i se odrazi, nebo se
absorbuje, méni svou vinovou délku (fluorescenéni m.), index lomu

» koneény obraz pozorujeme po vystupu paprski z okuldru pfimo okem

» mikroskopy monokularni a binokulérni

0 Stavba svételného mikroskopu :

R/

« mechanické soucésti :

stativ ( riizny tvar, masivni pro stabilitu mikroskopu)

nosi¢ tubusu ( pohyblivé spojen se stativem, tubus pribliZujeme ke stolku
mikroskopu makrosroubem pro hrubé zaostieni,-¢i mikrosroubem pro jemné
zaostreni )

revolverovy ménic¢ objektivii (na dolnim konci tubusu, s otvory pro nasroubovani
objektivii)

stolek mikroskopu (s kfizovym posuvem pro piresné nastaveni prohlizeného mista
)

drzak osvétlovaci soustavy (od néjz jej 1ze Sroubem pribliZzovat / oddalovat )

» optika mikroskopu :

Zakladem jsou dvé soustavy ¢ocek: objektiv a okular. Obé maji kladnou optickou mohutnost.

objektiv

0 vytvari skuteény, zvétSeny a prevraceny obraz. Pozorovany predmét musi
byt umistén mez predmétovym ohniskem objektivu a jeho dvojnasobnou
vzdalenosti.

o dle optickych vlastnosti rozliSujeme achromatické ( odstranéna barevna
vada pro zlutou a zelenou barvu) a apochromatické (odstranéna barevna
vada pro Zlutou, zelenou, modrou a cervenou barvu), dalsi déleni dle
pracovniho prostiedi na suché (mezi preparatem a objektivem vzduch) a
mokré (ponorné, mezi objektivem a preparatem voda Z = 60x; NA =0,55 —
0,66 viz dale) — vodni imerze ¢i olej — olejova imerze Z=100x;NA=1,2-1,6
viz dale) Na objektivech udaje o zvétSeni (nasobek —6x,45x..), numericka
apertura informuje o rozliSovaci schopnost objektivu (desetinné ¢islo),
typu objektivu (imerze), fazovy kontrast (P, Ph) ...

suchy
objektiv

7

imerzni Suchy a imerzni objektiv
objektiy Paprsek vystupujici zprepardtu pod thlem o se na
rozhrani mezi krycim sklickem a vzduchem lame od
kolmice a nemtze se jiz podilet na tvorbé obrazu, tyz
P\ imeizni;')rostfedl' papvrsek p1:‘e<’:hézejici zevskla do imer%rvliho p}‘ostfedi sviij
L& kryel skitko smér neméni a na tvorbé obrazu se miize podilet.
preparat Imerzni prostt.-kapalina o stejném n jako kryci sklicko

(nnAduwnce A1 w4 =)



>

@,

okular
0 jim je objekt pozorovan jako lupou, pricemz se musi nachazet tésné za
predmétovym ohniskem, Vysledkem je zvétSeny, prevraceny a neskutecny
obraz.
0 soustava CoCek vyrovnavajici kulovou a barevnou vadu, nejbéznéjsi tzv,
Huygensovy okulary je objekt pozorovan jako lupou
mikroskopy s nekone¢nym optickym intervalem — Infinity Corrected Optics —maji
¢ocku téz v tubusu
optické soucasti osvétlovact soustavy
Vysledkem je zvétSeny, pirevraceny a neskutec¢ny obraz.

< osvétlovaci zafizeni :

(0]

kondenzor — soustava spojnych ( vétSinou parabolickych) cocek, s kratkym
ohniskem, soustredi svétlo na preparat, specialni kondenzory pro preparaty v
zastinu

zdroj svétla — zarovka, jejiz svétlo je soustredéno a pevnym zrcatkem odrazeno do
kondenzoru, specialni mikroskopy casto vybaveny misto zarovky Hg vybojkou se
Sirokym spektrem svétla (véetné UV), pomoci filtri lze pak volit svétlo konkrétni
barvy (vinové délky)

[Pojmy mikroskopie|

F — ohniska

. okular f — ohniskové vzdalenosti
2

y-pfedmét
y’-skute¢ny obraz predmétu vytvoreny

y
Fy objektivem
j 4 y’'-neskute¢ny obraz pozorovany
ehlektly v okuléru
y , A — opticky interval mikroskopu

o Celkové zvétSeni Z

udava, kolikrat je obraz sledovaného objektu vétsi objekt

dano soudinem zvétseni objektivu a okuldru: Z = Zob . Zok = A . d / fok . fob
d........ konvenc¢ni zrakova vzdalenost (0,25m)
A.......opticky interval mikroskopu=vzdalenost mezi obrazovym ohniskem objektivu a

predmétovym

ohniskem okularu
f.......pTislusné ohniskové vzdalenosti

je omezeno rozliSovaci mezi mikroskopu

0 Rozliseni

udava, jak daleko musi byt od sebe dva body, aby nesplynuly v jeden

o RozliSovaci mez mikroskopu - Abbého zadkon

potifebné vypocty provedl a uplatnil némecky fyzik Ernst Karl Abbe (1840 — 1905)
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k osvétleni preparatu

d0=A/n.sina
Buerene miizkova konstanta = vzdalenost dvou jesté rozlisitelnych bodi
Meverens vinovéa délka pouzitého svétla
N........ index lomu prostiedi mezi ¢elem objektivu a krycim sklickem preparatu
Ceverenns je whel svirany optickou osou mikroskopu a plastém kuZelu, v némz

nachéazeji paprsky,
které z daného mista preparatu mohou vstoupit do objektivu a podilet se na

zobrazeni

Numericka apertura objektivu (NA)

se

Dana soucinem thlu dopadu paprski od objektu do objektivu a indexem lomu n....... n . sino

Optické vady (aberace) objektivii

O otvorova vada (kulov4, sférickd) — zplisobena tim, zZe objektiv tvori cocky, které
nejsou stejné silné (lici se tloustkou uprostied a na okraji; paprsky se tak lamou
uprostied jinak nez na okraji) Paprsky vice odchylené od optické osy jsou vice
ldaméany. Bodovy predmét je zobrazovan ne jako bod, ale jako usecka lezici

v optické ose.

barevni vada (chromaticki) — zptisobena optickou disperzi, tj. z4vislosti indexu
lomu na vlnové délce svétla. Bodovy piredmét je pak zobrazovan na rizni mista

optické osy, v zavislosti na vinové délce svétla.

Vady objektivu korigujeme vhodnymi spojkami, rozptylkami z riznych materiald a o rizném

n.

Rozdéleni objektivi dle stupné korekce vad:

Q

Achromaty

0 paprsky se blizi k ohnisku

0 Dbarevna vada korigovana pro dvé barvy spektra (obvykle cervena a
modrozelend)

0 otvorova vada je korigovana pro svétlo zluté

Semiapochromaty

0 barevna vada korigovana pro dvé barvy bliZze k obéma konctim viditelného
spektra

Apochromaty

0 Dbarevni vada korigovana nejméné pro tri barvy spektra

0 otvorova vada korigovana pro dvé barvy

0 nejdokonalejsi objektivy pro pozorovani v bilém svétle

Planachromaty a planapochromaty

o Cocky z plochym polem — nerozostiuji se okraje objektu(korigované zklenuti
zorného pole, které se jinak projevuje nemoznosti zaostrit rovinny objekt
soucasné v celém zorném poli mikroskopii)

0 Tyto objektivy maji zvl.vyznam pro mikrofotografii.

Rozdéleni okularu dle tcelu mikroskopu:
Ortoskopické okulary - maji presné stejné zvétSeni v celém zorném poli, zejm. pro

meéreni

Periplanatické okulary - odstranuji astigmatickou vadu silnéji zvétSujicich objektiva
Kompenzacni okulary - odstranuji zbytkovou vadu chromatickou

Projektivy — pouziti v mikrofotografii

optické mikroskopy vytvarejici obraz okamzité, jako spojity celek:|
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» opticky mikroskop a jeho varianty
> specialni optické mikroskopy

« varianty optického mikroskopu
( zobrazeni struktur liSicich se vzdjemné absorpci viditelného svétla)

o mikroskopie v temném poli — pouziva upraveného kondenzoru pro mikroskopovani
predméti napi, prili§ silnych ¢i neprtsvitnych, pro zvyseni kontrastu. Kondenzor
osvétluje paprsky prichazejicimi zespoda, avSak pod urcitym twhlem, s vyloucenim
paprski jdoucich podél osy mikroskopu, které jsou odclonény. Pozorované piedméty
nevidime v ,prfimém svétle“. Diky svétlu rozptylenému na pozorovanych predmétech se
tyto jevi jako svétlé na temném pozadi. Cocka ma uprostied zaclonénou &ast, dochazi
k lomu paprski,co nepadaji do objektivu, do objektivu vstupuji jen odrazené paprsky.

O stereomikroskopie - moznost stereoskopického vidéni, dva mikroskopy se samostatnymi
objektivy i okulary, jejich optické osy spolu svirajii urcity uhel.

a mikroskopy pro mikrofotografovani , pro porizovani video zaznamu s digitalnimi
kamerami, projekéni mikroskopy, mikroskopy s mikromanipulatory

 specialni optické mikroskopy
(zobrazeni struktur liSicich se vzajemné absorpci i vjinych oblastech vlnovych délek
svétla nez viditelného, struktur vykazujicich fluorescenci, struktur se specifickou optickou
aktivitou, riiznymi indexy lomu)
o fazoveé kontrastni mikroskop
1953 — Nobelova cena za objev — Frits Zernike (1888 — 1966)

»  zviditelnéni tzv. fadzovych objekti - objektt liSicich se od okoli indexem
lomu. Pii prichodu svételné viny fazovym objektem nedochazi ku zméné jeji intenzity, ale
k posunu jeji faze, a to v zavislosti na rozdilu indexu lomu dané struktury a okoli, na délce
optické drahy a na vlnové délce svétla. Méni se téz smér dalsiho Siteni viny diky lomu,
odrazu a rozptylu.

»  Princip: V kondenzoru (jeho predni ohniskové rovin€) je kruhovéa clona
se zatemnélym stfedem, svétlo tak prochazi jen izkym mezikruzim. Paprsky dale projdou
vzorkem, kde na fazovych objektech dojde k odchyleni nékterych paprskd z ptivodniho
smeéru (vlivem ohybu,rozptylu, lomu). V objektivu (jeho zadni ohniskové rovin€) se naléza
tzv,. ¢tvrtfazova desticka, taktéz tvaru mezikruzi. Na ni dopadaji predevs§im paprsky , co
nezménily smér pri interakei s fAzovymi objekty, ostatni paprsky (se zménénym smérem
po interakci) desti¢ku minou, nejsou tedy fazové posunuty.

»  Obraz: vzniké interferenci fazové posunutych i neposunutych paprski.
O pozitivnim fazovém kontrastu hovorime jevi-li se objekty jako tmavsi vici pozadi
(fazové posunuty paprsky se zménénym §ifenim), o negativnim fazovém kontrastu jsou-
li objekty oproti pozadi relativné svétlejsi (fazoveé posunuty paprsky nevychylené ze svého
smeéru) .

»  Vyznam: moznost pozorovani zivych objektd v nativnim stavu bez
barveni

0 interferencni mikroskop

»  Princip: pracuje se dvéma koherentnimi (interference schopnymi)
paprsky, jeden prochazi objektem, druhy mimo objekt. Vyhodou je moznost primého
meéreni indexu lomu mikroskopovanych objekti.

»  Obraz: vznika interferenci obou téchto odd€lenych paprski.

»  Vyznam: moznost pozorovani zivych objektli v nativnim stavu bez
barveni.
» Varianta interferenéniho mikroskopu: Mikroskopy s diferen¢nim interferené¢nim
kontrastem dle Nomarského (DIC)

»  Polarizator srovnava vlny, jez jsou v rtiznych rovinach do roviny jedné;
Nomarského desticka v kondenzoru je hranol, jez zpracovava polarizované svétlo tak, ze
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na preparat jdou dva paprsky soubézné vedle sebe. V objektivu - analyzatoru vidime
~pseudoprostorovy“3D obraz v z4vislosti na rizném n riznych ¢asti bunky. Zvyraznénim i
malych rozdili vznikne plasticky obraz povrchu burnky.

»  Princip: svazek polarizovaného svétla je po priichodu preparatem
rozstépen pomoci dal§iho polarizac¢niho filtru na dva nepatrné posunuté svazky (nastava
dvojlom), kmitaji v navzajem kolmych rovinach. Na hranach objektu dochézi k nejvétsim
zménam faze i polarizace vlny. Takto se vytvori i dva nepatrné posunuté obrazy, navzajem
~kolmo polarizované®. Oblasti obrazl s fAzovym posunem (zptisobeného fazovymi objekty
preparatu) se tedy vzajemné presné nekryji a mista, kde se prekryvaji plochy obrazii
s riznym fazovym posunem jsou pak interferenci zviditelnéna zménou jasu ¢i barevnym
obrysem, v zavislosti na pouziti monochromatického ¢i polychromatického svétla.

»  Vyhoda: citlivé i na velmi malou zménu optické drahy paprski (opticka
draha je soucinem indexu lomu a geometrické drahy paprsku v daném prostredi)

o polarizaéni mikroskop
»  zviditelnéni opticky aktivnich nebo dvojlom vykazujicich struktur
»  Princip: spojeni konvenéniho mikroskopu a polarimetru.
»  Vyznam: opticka aktivita vznika i nap¥. i proudénim cytoplazmy.

0 UV mikroskopie

»  Princip: optika mikroskopu z kifemenného skla (dobte propousti UV).
Obraz nepozorujeme okem, ale je zviditelnén na luminiscen¢nim stinitku a je
fotografovan. Vzhledem ke kratsi vinové délce UV lze ocekavat vyssi rozliSovaci
schopnost, té obvykle ale dosazeno neni. Optika ma korigovany vady pro jedinou vinovou
délku — takovou, co je pritomna ve zdroji UV zareni

»  Vyhoda: prfimé pozorovani struktur propoustéjicich viditelné, ale
pohlcujicich UV svétlo (bilkoviny, DNA)

o fluorescenc¢ni mikroskop

»  vyuziva schopnosti nékterych latek emitovat po ozatreni svétlem o kratsi

vinové délce
viditelné svétlo (o delsi vinové délce)

Princip: vétSinou se vyuzivd dlouhovinného UV a prilehlé oblasti
viditelného spektra emitovaného halogenovymi lampami. UV svétlu je prizptisobena
optika kondenzoru, zbytek optického systému totozny s béznym optickym mikroskopem.
Pivodni zafeni odfiltrovano. Excita¢ni vinova délka musi byt vhodné pro danou latku.
Pridany (bariérovy filtr) filtry chréanici lidské oko ptfed zbytkovym UV. Fluorescenci
vykazuji nékt. slozky zivé hmoty i bez obarveni ( latky saromatickym jadrem ¢i
heterocyklem — napt. amk tryptofan), vétSinu preparatii vSak barvime fluorescenénimi
barvivy . Ty jsou schopné specifické interakce s riiznymi bunéénymi strukturami. Mnohdy
je fluorescencéni barvivo (fluorochrom, fluorescen¢ni sonda) navazano na protilatku
specifickou pro uréitou bilkovinu v cytoplazmé, tak lze selektivné zviditelnit slozky
cytoskeletu eukaryotickych buné€k, chromatin apod. Fluorescené¢ni barviva: fluorescin,
DAPI, calcofluor, akridinova oranz.

optické mikroskopy vytvarejici obraz postupné, z jednotlivych bodd
(pixeli):
» Laserovy radkovaci ( rastrovaci, skenovaci) konfokalni mikroskop
» Barevny radkovaci mikroskop ,s letici stopou®
» Opticka skenovaci mikroskopie v blizkém poli (near — field optical
scanning microscopy, NFOS)
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% vyhoda oproti optickym mikroskoptim, co vytvareji obraz jako spojity celek : velka
hloubka ostrosti, i ponékud vyssi rozliSovaci schopnosti, moznost pozorovat relativné
silné preparaty

s, N~ 2

Laserovy radkovaci ( rastrovaci, skenovaci) konfokalni mikroskop

»  Pracuje s odrazenym svétlem a s fluorescenénim zarenim.

»  Princip: Zdrojem svétla je laser, ktery osvétluje vzdy jen jediny bod (4j.
maly kruhovy otvor ve cloné osvétlované soustfedénym laserovym svétlem), svétlo dale
prochazi polopropustnym zrcadlem na c¢ocku, ktera soustfeduje paprsky do ohniska
v preparatu. Paprsky odrazené ztohoto ohniska prochéazeji touz cockou zpét na
polopropustné zrcadlo - stejnd ¢ocka tak slouzi jako objektiv i projektiv. Od
polopropustného zrcadla se svétlo s informaci o preparatu odrazi na bodovy otvor v dalsi
cloné, ktera je predsazena citlivému detektoru svétla, obvykle fotonasobiéi. Cely opticky
systém je sefizen tak, Ze otvorem v této cloné projdou jen paprsky, které se odrazily od
bodovych struktur v zaostiené roviné. VSechny ostatni paprsky (rozptylené v preparatu ¢i
optickém systému mikroskopu) jsou clonou zachyceny. Pravé tyto rozptylené paprsky u
bézného optického mikroskopu zptisobuji zhorseni kvality zobrazeni (zvySuji jas a snizuji
kontrast v celém zorném poli). Radkovaci zafizeni je soustava otoénych zrcadel, které
mohou posunovat ohnisko po tésné vedle sebe umisténych radcich.

svétlo z vrstev nad a pod rovinou ostrosti je odstranéno z
drahy
vedouci k detektoru zabranou s miniaturnim otvorem
vysledkem je perfektné ostry obraz
paprsek se po objektu posouva a obraz jednotlivych bodi se
sklada v
pocitaci
posunem paprsku do jiné hloubky Ize vytvorit optické fezy,
které Ize
sloZit do 3D obrazu
diky vysoké citlivosti je mozZno pouZit pouze malé mnozstvi
barviv a
pozorovat Zivé buriky

»  Vyznam: moznost pozorovani i relativné silnych preparati, véetné
nativnich.

»  Konfokalni mikroskop lze upravit i pro fluorescen¢ni mikroskopii
(osvétleni preparatum laserovym svétlem o kratsi vinové délce, snima se fluorescencéni
zafeni o vlnové délce delsi, detektor je odstinén pred kratkovinym budicim svétlem
vhodnym barevnym filtrem, podobné chranén i zdroj pred dopadem fluorescenéniho
zareni)

Radkovaci mikroskop pracujici s prochazejicim bilym svétlem ,COSMIC Flying Spot®
(Colour Scanning MICroscope, barevny Ffadkovaci mikroskop ,,s letici stopou®) :

»  Princip: misto mechanického radkovaciho systému pouziva jasnou
bilou svételnou stopu, ktera prebiha po radcich na obrazovce osciloskopu. Obraz
probihajici stopy je promitan na preparat, kterym svétlo prochazi na kolektorovou cocku.
Pak je svételny svazek rozlozen na tfech odrazovych filtrech do tfi barev (éervena, modra
a zelend), barvy jsou samostatné digitalizovany a pouzity pro konstrukeci obrazu ma
monitoru PC.

»  Vyhody: vyborné rozliSeni, vysoky kontrast (ipravou jasu zdrojové
svételné stopy v zavislosti na absorbanci preparatu).

Opticka skenovaci mikroskopie vblizkém poli (near — field optical scanning
microscopy, NFOS)

»  Princip: velmi tzky svételny paprsek prochézi po radcich velmi tenkym
preparatem a jsou méfeny zmény jeho intenzity.
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»  Vyhody: rozliSeni 10 —-100x vyssi nez u klasického svételného
mikroskopu. Vyhodou oproti elektronové mikroskopii ( viz dale) je, Ze vzorek nemusi byt
umistén ve vakuu ale 1ze jej pozorovat napr. ve vodném prostiedi.

Tabulka 7.1 Ruizné typy svételné mikroskopie: srovnani

Typ mikroskopie

Jasné pole (neobarveny
vzorek). Svétlo prochézi vzorkem
piimo, pokud neni vzorek pfirozené
pigmentovan nebo uméle
obarven, je obraz méalo kontrastni.

Jasné pole (obarveny vzorek).
Obarveni rznymi barvivy zvysuje
kontrast, ale vétsina barvicich
procedur vyzaduje predchozi fixaci
(konzervaci).

Fluorescence. Ukazuje umistént
specifickych molekul v burice.
Fluorescencni latky pohlcujf
ultrafialové zareni o krétké vinové
délce a vysilajf viditelné svétlo o delst
vinove délce. Fluoreskujici molekuly
se mohou ve vzorku nachazet
prirozené, Castéji jsou véak vytvareny
znackovanim molekul, které nds
zajimaji, pomoci fluorescencnich
latek.

Prevzato z Campbell N.A. a kol. (2006): Biologie, Computer

Mikrofotografie licnich epitelialnich
bunék u ¢lovéka

Elektronovéa mikroskopie (EM)

50 pm

Typ mikroskopu

Fazovy kontrast. Zvysuje kontrf
v nebarvenych bunkach amplifikgc
rlizné hustoty vzorku, zvIasté !
vyhodné pro sledovan( Zivych,
nepigmentovanych bunék.

Diferencialné - interferencni
kontrast (Nomarski). Podobné
jako fazoveé kontrastni mikroskopie
vyuzivé optickych modifikaci ke
zvy$eni hustotnich rozdild.

Konfokalni. Viyuziva laseru

a pocitacove pro ,optické fezy".
Postupné jsou zobrazovany pouze
malé oblasti a pocitac je sklada.
Oblasti nad a pod vybranym
zomym polem nejsou zobrazeny,
a proto v pocitaci vzniké ,opticky
fez". Tento mikroskop je typicky
vyuzivéan pro fluorescencné
obarvené vzorky, jako v tomto
pifpadé

% ,Klasické“ elektronové mikroskopy vyuZzivaji pro zobrazeni predmétii urychlenych

elektronovych svazkii. Elektrontim lze prisoudit vlnovou délku (éasticové vlnovy
dualismus), a to tzv. de Broglieovych hmotnostnich vin. Lze vypocitat, Ze elektron o
energii 1,5 eV ma vlnovou délku 1 nm. Vychazime z nasledujicich vztaht :
» A=h/m*v
> e*U=1/2*m*v2
kde 1 je de Broglieova vinova délka, h je Planckova konstanta, m je relativisticka
hmotnost elektronu, v rychlost elektronu, e je naboj elektronu, U urychlovaci napéti
mezi anodou a katodou zdroje elektroni .
0 Poznamka: Podobné jako u svételného mikroskopu, maji-li zobrazované predmety
velikost srovnatelnou s vlnovou délkou, zacne misto odrazu a lomu dochazet
k ohybovym jeviim, které zobrazeni znemozni.

Vysokym urychlenim Ize dosahnout radoveé stotisickrat kratSich vinovych délek. Ve vzorci
pro rozliSovaci schopnost mikroskopu (o= % /n*sina) tak bude velmi mald hodnota
vlnové délky. Soucasné je vlivem velkych optickych vad pouZitych ¢o¢ek pomérné mala i
numericka apertura — radove setiny.

Déleni EM dle zptisobu zobrazovani

= {ransmisni
*= emisni
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» odrazové (v praxi malo pouzivané)
» tadkovaci (skenovaci ¢i rastrovaci)

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

>

>
>
>

YV VYV

Obraz vznika transmisi — priichodem fokusovaného elektrovaného svazku objektem

v biologické praxi se pouziva zvétSeni 5 000 - 100 000x, rozliSeni desetiny nm (vétsi
molekuly)

preparaty jsou ultratenké fezy (30-60 nm)

svételné paprsky jsou nahrazeny svazkem urychlenych elektrond. Elektronovy
paprsek se ziskava termoemisi z elektronové trysky, elektronového déla (zhavené
kovové vlakno). U svételného mikroskopu se svétlo pohybuje dobie vzduchem, pro
prostup elektronii je v tubusu EM vytvofeno vysoké vakuum.

Cocky jsou zde vytvareny obvykle rota¢né symetrickym elektromagnetickym polem.
Konecény obraz pozorujeme nepiimo, projekei na fluorescencni stinitko

Princip: TEM se sklada zosvétlovaci optické soustavy (elektronova tryska,
kondenzorové cocky), drzaku preparatu a objektivové cocky a projektivové cocky.
Zrychleny, usmérnény proud elektronii emitovany zdrojem je veden vakuem a
probiha tenkym mikroskopovanym vzorkem. Cést elektronti se odrazi od atomi a
molekul tvoricich hmotu vzorku. Jejich opétovnym soustiedénim pomoci magnetové
¢oky se vytvari ,stinovy obraz‘ mikroskopovaného vzorku. Cernobily. K jeho
zviditelnéni se u zdokonalenych typt elektronovych mikroskopti vyuziva stejného
principu, na jehoz zakladé vznika obraz na monitoru pocitace.

Vyhody: vysoké rozliseni

Nevyhody a zvlastnosti TEM: specialni postupy pro fixaci a barveni vzorkd, pouziti
vakua, nativni vzorky mozno pozorovat jen v tzv, environmentalnich EM, kde se
preparat nachazi v prostiedi o relativné vysokém tlaku. Biologické objekty pokoveny —
efekt stinovani (atomy kovu prilétaji pod urcitym thlem) Pro zvySeni rozptylu
elektronti v preparatech se pouzivaji jako ,barviva“ soli ¢i oxidy tézkych kovl
(osmium, wolfram, uran). Problém rozliSeni artefaktti vzniklych zpracovanim
preparatu.

Rastrovaci elektronova mikroskopie (skenovaci, radkovaci, Scanning Electron
Microscope - SEM)
» Princip: velmi azky paprsek elektroni je vychylovacim systémem nucen prejizdét po

povrchu preparatu po radcich. Dopadajici elektrony se rozptyluji do okoli, pripadné
vyrazeji jiné elektrony zpovrchu preparatu. Mnozstvi uvolnénych elektront je
zavislych i na ahlu dopadu. V blizkosti preparatu se nachazi detektor elektront, jehoz
signal umoznuje rekonstrukei obrazu na monitoru. Zpracovany signal nese informaci
o sklonu povrchu misté dopadu elektronového svazku — vysledkem je dojem 3D
~stinovaného“ obrazu s velkou hloubkou ostrosti.

Rozlisovaci schopnost SEM o 1-2 fady mensi nez TEM, mozZnost pozorovani objektti
s komplikovanou 3d strukturou v§ak nedostatek plné vyvazuje

Nevyhody a zvlastnosti: pokovovani povrchu preparatu, slozita fixace. Problém
rozliSeni artefaktd vzniklych zpracovanim preparatu.

Pii ozarovani vzorki elektronovymi svazky vznika i charakteristické RTG zareni, to
lze  vyuzit pro chemickou analyzu vzorku( RTG  spektrometrie).

Skenovaci tunelova elektronova mikroskopie (scanning tuneling electron microscopy,

STM)

>

Princip: nad povrchem preparatu se pohybuje velmi tenky kovovy hrot, ke kterému
stuneluji“ elektrony z povrchu preparatu (tunelovy efekt — jev v kvantové mechanice,
kdy céastice mohou proniknout pres oblast, na prekonani niz by dle zdkont klasické
mechaniky neméli dostatek energie)
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» Zobrazuje se elektronova hustota na povrchu preparatu s rozliSenim na drovni
rozmeért atomu.
» Vyhody: Vzorky nemusi byt ve vakuu, ale napf. i ve vodném prostiedi.

Pribuzna technika:
AFM (atomic force microscopy)
» Princip: struktura preparatu je zjiStovana pomoci jehly, co mechanicky kopiruje
povrch preparatu. Rozliseni na molekularni trovni.

IAkusticka mikroskopie|

% Kzobrazeni se pouzivaji akustické kmity o extremné vysoké frekvenci (gigahertz a
vice). Vlnova délka ultrazvuklu (hyoperzvuku) o frekvenci trebas 1,55 GHz pri
rychlosti §ifeni biologickym prostredim 1550 m/s ¢ini 1um.

% Radkovaci mikroskopy.

o Priichodovi metoda:

» Princip: ultrazvuk o vysoké frekvenci je po vyslani z piezoelektrického meénice
fokusovan na tenky fez preparatu pomoci safirové cocky. Po priichodu preparatem jej
druha cocka zaméri na piezoelektricky snimac. Dle elasticity a hustity prostiedi je
ultrazvukovy svazek vice/méné utlumovin. Radkovaci pohyb vykonavd membrana
nesouci preparat

0 Odrazova metoda (analogie B ultrazvukového zobrazeni)

» Princip: ultrazvuk je po vyslani ze zdroje fokusovan na preparat ¢ockou a po odrazu
prochazi stejnou ¢ockou zpét do zdroje, ktery ted pracuje jako detektor.

» Vyhoda proti priichodové metodé: urceni polohy (hloubky) odrazejicich struktur.

% Vyhody a moznosti: Hyperzvuk pronika v kapalinach i pevném prostredi do hloubky
jednotek az desitek mikrometrii. Pozorovani preparatii neprostupnych pro elektrony a
viditelné svétlo. Informace o mechanickych vlastnostech prostiedi.

Preparaty

Nativni
Fixace

Barveni — typy

Obrazova dokumentace a zpracovani obrazu

o Rozdéleni obrazu
» Makrofoto (z binokularni lupy, napt. kolonie) do Z = 30:1
» Mikrofoto ( z mikroskopu) Z nad 30:1

o Zatizeni

» konvencni a digitalni kamery a fotoaparaty
0 konvencni - snimany prvek je polic¢ko filmu, princip chemické reakce
o digitalni - snimany prvek je CCD ¢ip, CMOS, princip el. vyboj
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Jednotka rozliseni je pixel (bod vysledného obrazku; kvalitni fotoaparat 3 —

6MP)
» Kamery RGB (red, green, blue) — nejcastéji tri¢ipova kamera, alternativa
binokularni lupy

» Doplnkové zarizeni — stativ, osvétleni, pocitac

o Komprimace (komprese) dat — snizuje datovy objem

o Forméaty obrazki — BMP —bezkompresni, TIFF-bezztatova komprese, JPG — lze
volit miru komprese

o Ukladani obrazovych dat —digitalni fotoaparat smart media karty, kamery — obraz
primo,ale pocita¢ musi mit digitalizacni kameru — grabbor

o Program LUCIA

% Campbell N.A. a kol. (2006): Biologie, Computer press, Brno

< Cech S. a kol. (1998): Histologicka praktika a metody vySetfovani tkani
a organt, LFMU, Brno

Dylevsky, Druga, Mrazkova — Funkéni anatomie ¢lovéka, 2000
Hrazdira.l., Mornstein V. (2001): Lékarska biofyzika a pristrojova
technika, Neptun, Brno

Rosypal a kol. (1999): Uvod do molekularni biologie, Brno

Vokurka M. Hugo J. a kol. (2002): Velky lékarsky slovnik, MAXDORF,
Praha
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http://commtechlab.msu.edu/sites/dlc-me/index.html
http://www.ucmp.berkeley.edu/bacteria/bacteriamm.html
http://www.microbiologytext.com/index.php?module=Book&func=displayarticle&art id=266
http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook/index.php?module=Book&func=displayarticle&art _id=273
http://www.personal.psu.edu/faculty/j/e/jel5/biofilms/

http://denniskunkel.com/DK/Bacteria/
http://www.rlc.dcced.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/colony morph.html
www.slic2.wsu.edu:82/.../pages/1011ab4.html

*  Phylogenomics: A Genome Level Approach to Assembling the Bacterial Branches of the Tree of Life.
The Institute for Genomic Research.

e The Prokaryotes. An evolving electronic resource for the microbiological community.

* Introduction to the Bacteria. UCMP Berkeley.

*  MicrobeWorld. American Society of Microbiology

e Microbes.info. The Microbiology information portal.

*  Virtual Museum of Bacteria

¢ Digital Learning Center for Microbial Ecology. A science education project at Michigan State
University.

*  Bacteriology 303. Study aids and background readings. University of Wisconsin - Madison.

e The Microbial World: Profiles of Microorganism. An educational resource covering bacteria, fungi,
viruses, biological control, environmental microbiology, disease of plants, humans and animals.
Produced by Jim Deacon, Institute of Cell and Molecular Biology, and Biology Teaching Organisation,
University of Edinburgh.

»  Stalking the Mysterious Microbe. A kid-oriented site from the American Society for Microbiology.

*  Bugs in the News!. Interesting facts about microbes compiled by John C. (Jack) Brown.

*  The Microbiology Network. A communication resource for the microbiologist.

e List of Bacterial names with Standing in Nomenclature. J. P. Euzéby.

* TIGR Microbial Database. A listing of microbial genomes and chromosomes completed and in
progress.

*  Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, second edition. The taxonomic outline for the 5 volumes,
including all species, type strains, and 16S rRNA sequence data can be downloaded from this site.

¢ Bacterial Nomenclature Up-To-Date. DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikro-organismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany.

*  The"Bad Bug Book". Foodborne Pathogenic Microorganisms and Natural Toxins Handbook. U.S. Food
& Drug Administration Center for Food Safety & Applied Nutrition.

e Cells Alive!. Videos and images of bacteria and other organisms.

*  Public Health Image Library. Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
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