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Bunka
minimalni jednotka strukturni, funk¢ni a reproduk¢ni
=g - I i PLT L —

e Vyvoj bunécné teorie

rozvo] mikroskopie (17. stoleti az souéasnost)

Jan Evangelista Purkyné (1787 -1869) mez1 prvnimi na

svete prisoudil bunikam jejich st€Zejni vyznam pro Zivot
i Matthias.]J. Schleiden (1804-81) a Theodor Schwann (1810-82)
e 1839 bunééna teorie: Vyvoj zivé piirody se opira o rust a

tvofeni bun€k, bunky rostlin a Zivo¢ichu se shoduji tvarem a

funkci. Bunka je zakladni, stavebni a funk¢ni jednotkou zivych
organismu.

Rudolf Virchow (1821-1902)
,hové bunky vznikaji jen délenim z iz existujicich®
. L. Pasteur (1822-85) R Virchow
fermentace, poprel teorn spontan. tvofeni bunék

o\
JE.Putkyné

asteur

1§ OZVOj biochemie 1.pol.20.stol 1953 struktura DNA (Watson, Crick,Franklinova) |
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Prokaryoticka bunka

Z1vy, otevieny systém schopny regulace a autoreprodukce
e jadro neoddéleno od CPL membranou, véts. kruhova (1 inearni) DNA

e haploidni bunky (1 alela) mnozici se nepohlavné
* bez bunécnych organel, jedind membrina je cytoplasmaticka

e ribosomy se liSi od ribosomi eukaryotnich bunék - mensi, volné v CPL
vyyma Archea:

5S, 168 a 23S rRNA

translace za€ina N-formylmethioninem

geny pro RNA bez intronu bakteridlni ribozom

e specifické struktury a vlastnosti bakt. bunky: Ly B Y = Afer

. A4 _:L_:"'_' I_: I-‘*!_-?;;]'_Eﬁ:' d
peptidoglykan (az na mykoplasmata) Pod?, l ,._"_%:w
G-| steroly v membranich zcela vyjimeéné RER S
% Outer Membrane oW, , , , . . , . S. aureus
sl PICTK ~ globuldrni bilkovina flagelin, pohyb rotaci

| anaerobiosa, schopnost vazat N, tvorba kyseliny PHB (zasob.l.)
pokud fotosyntéza - anoxigenni
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Velikost a tvary bakterialni bunky

velky

pomér povrchu k objemu - velka plocha kontaktu bunky s prost

Tedim

_ e

iz A1

' [ ST B TE0 5 I

o Vehkost bakt b. v um

|

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

Chromatium

Spirochety

B

4

|| Chlamydia 0,3x0,3 2 |
| Bdellovibrio 0,8 x 0,3 \ |
Rickettsia I x0,3
S. aureus  0,8-1 x 0,8-1
L. coli 2-3 x 0,4-0,6
B. subalis 1,8-4,8 x 0,9-1,1

| Spirily

\ 3"7{50 rL‘. nama m%kaév otni buﬁké; 0
Nelm $i" (nap¥F. nékteri p ic1 rodu M

e T'vary bakt. bunky

Koky - stérické, oplostélé, lancetovité

- diplokoky, streptokoky, tetrady, sarciny,
stafylokoky

Ty€inky - rovné, zakivené, vétvici se,
palisady pleomorini

Kokobacily

Pupeny
Prostéky

Hvézdice
Mycelia

i— :‘- C—— | | E
r.1999: 7Thi , tzzf rensis
méF{ primérn 100 a% 00nm
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— Bacterial Morphology

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

Gram-positive cocci with capsulles
(pneumococc)

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

Gram-negative curved rods

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

Spiral rods (spirilla) and Gram-megative
curved rods (Helicobacter)

TG R [ 2 1=ee] Jlapbpmi
CLE T e
¥ sy '.'ﬁ_-|—-\,:-|‘_.w'.
arlarped el
Fajshairmm
fl ol |
T
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[ c .
TR EEH ET e ¢ ] Fl SLLELERS 1)
e Bibsirain
i =
SO ClekR T
Tokaciign LY .-..;..-:TE..... ..:.E-,-::,.

Flararion e bk

10. Peritrichous flagellation
1. Lophotrichous flagellation
12. Monotrichous flagellation
13. Formation of endospores
(sporulation) in cells of the
genera Bacillus and
Upstrgivm (spore stain)
a) Central spore, vegetative
cell shows no swalling
b) Terminal spore, vegetative
cell shows no swelling
c) Terminal spore (*tennis
racquet”)
d) Central spore, vegetative
cell shows swellimg
e) Terminal spore
(*drumstick”)
14. Free spores (spore stain)




Magnification and Orientation Il

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

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

the illusionthat he/she is seeing a largerobject,
farther away, in the same orientation.




e = = e

Morfologie kolonii

1l |

Velikost (prumeér; mm)

1'var

Profil

Okraje

Povrch

Transparence - pruhlednd, prasvitna,
neprusvitna kolonie

Barva - kolonie bezbarva, pigment:

nasedla, bélava, zluta ...

Dalsi znaky

Viné, zapach

- po jasminu, zZluklém masle, ovocny ...

Tvorba myceha

/Zmény media - dvorec zbarveni,

precipitatu

Konzistence - zjist'uje se bakterialni klickou
(visk6zni, mazlava, drobiva, zarusta do agaru)

'l
%\}

L ] . . *
L)
L™ .
Punctiformm Circular Filarentous  Irregular Ehizoid Spindle (lens

a - A .

ELEYATION
Flat Raized Corrves Fulvinate Urnbonate
"
Entire Undulate Filarmentaus Lobate Erose Curled
[ewen) Cwravy ) (lobes] [serrated)
a1
e

rozter

hemolyzy,

| Figure 4

' Colony mutants derived from SIN96 strain. Strains
were grown on |.5% agar medium for 50 hours at 25°C. The
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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Mikroskopie é {
. i
e T Y 0 e ol
Lidské oko ma rozlisovaci schopnost 0,07 mm.

‘| Pro mikroskopi lze vyuzit Jakekoh Vlnem

s viInovou délkou kratsi neZ jsou rozméry objektu.
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ga ANTONI

— —

van LEEUWENEHORKS

Tubularni mikroskop
Bratri Janssenové, 1595

L

s ety
dane iyt
ikdac B3
Fodh Fra
afalk [
Kleyne |
ber g ale
dach &
i kom

slozeného
mikroskopu,

Nejstarsi nakres

Isaac Beeckman,
Middelburg , 1625

dekkinge
Duys:lant:y

Robert Hook 1665
Jiz olejova lampa
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MLEL el HAGREILLY g

lee ann

Fl L

) ]‘1

zoo-ik onderrigt werd, -
il & 5 P 'y
L

\[E

95 - Zachanas a Jan Janssenowvi - 1. mikroskop
T T .

E—

¥ = o s
g E o g e R Jar)
e G |I. "._I
amia - T
- - s IR vk
s s E -
Y et Ls, L5 ;.
¥ ¥ g
R R it LT

A TR L La i b

en; Zoo dott 1

ren in't geheel re
welnig nutkon-
avon ik e ee-
natteikenen.

prooropgepeven
wrulcopiliche Ob-
de waren, welk
verveylewus. 1k
hoepende dae ik
war foo tasen had
vy doar de Hr
nier bekomen
1 wvas o wanede
i afpeboold was
waroriwel gﬂuh
ey hene, Of die
ot-platen, ofd
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Antony van
Leeuwenhoek
| Jednoduché,
zaostrovaci Sroub,
drzak.

Bez svétel.

Mikroskop typ I, 1670

Krystaly vinného octa,
Antony van Leeuwenhoek

John Yarwell
Compound
Monocular

Microscope

(circa late 1600s)
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Brass

Galileo-Style
Compound
Microscope
(circa 1801-1876) Oberhauser's
John Marshall o Drum
Compound Earl icroscope
: y Ross 5
Cuff's Microscope] English Compound Microscope ({circa 1850)
(circa mid 1700s) Microscope {circa 1831)

(circa 1720)

Spencer

Compound i
Binocular
Microscope

(circa 1932)

Carl Zeiss 1886
SloZeny monokularni mikroskop
Van Leeuwenhoekovy ,,Listy*
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I\/Iax zvetsenl 1500 X, max. rozliSeni 200 nm
| Stavba svételného mikroskopu =t8

|+ - mechanické soucasti - stativ, noha, tubus, revolverovy méni¢ objektivﬁ,

stolek, makro- a mikroSroub

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

* - osvétlovaci zarizeni - svétlo prochazi objektem

, - zdroj svetla: lampa v noze s kolektorovou CoCkou
* e : l < kondenzor — ze 2-3 spojenych cocek

A %4%%%a - soustifeduje svételné paprsky na objekt
Zakladem mikroskopu jsou dve soustavy CocCek:

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

Tl I::)Vs’/sledkem je neskutecny, zvétSeny a prevraceny obraz.<:l
- Cim kratSi 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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vznik obrazu

transmise, odraz, absorpce, fluorescence, lom f

-" i
N

Transmission ' l

| Reflection Absorption Fluorescence Refract r
Fig.2-3 Reflection, Absorpti e }

] i Tl 3| [l ST [ I |
Q_i_, Na zaklad¢€ vlastnosti svétla v prostfedi vznika obraz
< T oo N T ST ey *

e




o C

. g o @t B~
ke kopie:

j.

: = 2 A “Empty” Magnification
A ] i T — . Final magnification .
- o v - B . -
using a simple lens
J 4 Y, v 7 system_(e.g.,
Celkové zvétseni Z e
40 X 400

- kolikrat je obraz sledovaného objektu vétsi nez objekt
- je dano souCinem zvétSeni objektivu a okularu o (e

using a compound
light microscope

- omezeno rozlisovaci mezi
' P & % © []:!| Ilr ‘ .‘ 'IT
Rozliseni - jak daleko musi byt od sebe dva body, aby nesplynuly v Jeden

= [~ I [£ ]I

Rozlisovaci mez - teorie vypoctu vychazi z interference proslych paprskl (E.K. Abbe)

0=A mln o Numericka
\

apertura
Ao vinova délka pouzitého svétla - ¢im vyssi, tim vyssi rozlhisenti
.ﬂ' 13 ERTI index lomu prostfedi mez1 Celem objektivu a skliCkem
K Q......... thel mez1 optickou osou mikroskopu a kuZelem paprska vstupujich z

preparatu do objektivu




(NA)

n.sin
= soucin uhlu dopadu paprskii
od objektu do objektivu a indexu

lomu

- ¢Im je vySsi, tim vySsi je
rozlisovaci schopnost objektivu,
ale m1zsi hloubkova ostrost

[ — T

-

* Pracovni vzdalenost

- od povrchu CoCky objektivu po kryci sklo

e Kontrast

- rozdil ve vizualizaci objekt / pozadi

Working distance { \ 8/ b o

Slide with | l ==

specimen

Figure 2.5 Numerical Aperture in Microscopy. The angular
aperture 0 is % the angle of the cone of light that enters a lens from a
specimen, and the numerical aperture is 2 sin 0. In the righl-h;m‘d
illustration the lens has larger angular and numerical apertures: its
resolution is greater and its working distance smaller.




Suchy objektiv:
Paprsek vystupujici
z preparatu pod thlem @

se na rozh .,L;#:%%

e ~
y !
“ "l

Rozlisovaci mez

O0=A/n.sin

R. Hook - po 1.olejova lampa
Kapalina zvySuje u€inek
svétla

A = 550 "
NA=095 7

Rozlisovaci mez IT 6 U, Bl it e mivest Biian

L T
Uim

1]

dar Elm

5 orassiinlia

CIZ oblektw'

/7

o
—_—

Pro Zlutozelené svétlo:
Rozlisovaci mez 0,4 um

numerlcka ape tura
izSi rozliSovaci mez

i ze skla do

svll smer
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Bodovy predmét zobrazen jako tseCka

Otvorova vada (kulova, sféricka)
Cotky objektivu nejsou tenké: ,
ruzny lom paprskii od optické osy

Je zpusobena optickou disperzi (zavislost
indexu lomu na vlnové délce svétla).

Bodovy predmét zobrazovan na rtizna
mista optické osy v zavislosti na vlnové

L

délce svétla.

o ]H \]’
A B A ] =
i c
Spektrum tzv. bilého svétla . IR
L L i ., L L J——, L i L L I
I 1 T 1 1 i i 1 1 1 1 1 1
350 600 650 700 730 800 850 mm kol

4p0 450, 500 550 : :

I R NN WY WS T

Korekce vad

| Kombinacemi vhodnych spojnych Ci rozptylnych €ocCek z riznych materialt o rizném n.

RozliSeni objektivi dle stupné korekce vad:
Achromaty — barevna vada korigovana pro 2 barvy svétla (Cervené a modrozelené), otvorova pro Zluté

Semiapochromaty — barevna vada korigovana pro 2 batvy blize obéma koncum viditelného svétla
Apochromaty — barevna: nejméné pro 3 barvy, otvorova pro 2. Nejdokonalej$i objektivy pro bilé svétlo
Planachromaty a planapochromaty — korigované i zklenuti zorného pole. Vyznam pro mikrofotografii.

—

= e




1e Huygensuv 2 Cocky Slabe achromaty

* Ortoskopické - nezkresluji zorné pole, maji presné steyné

zvétSeni v celém zorném poli. Zeyména k méficim ueltim.

Achromaty, planapochromaty

 Kompenzacni - kompenzuji zbytkové chromatické vady.
Apochromaty

e Periplanatické - odstranuji asigmatickou vadu silnép zvétSujicich

objektivli. Planapochromaty.

1{ * Brllovy - dioptrické

e Sirokothlé - primér zorného pole az 2,5 cm
* Projektivy - mlkrofotograﬁe

S %




1) Mikroskopie v temném poli - pro zvySeni kontrastu

- preparat silny pro pruchod paprski
- pozorovani v odrazenych paprscich
- upraveny kondenzor osvétluje preparat zespodu

(CoCka uprostied zaclonéna) - objekt sviti

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

. 92) Stereomikroskopie - 2 mikroskopy se samostatnymi

objektivy a okulary - jejich optické osy sviraji ur€ity uhel

- plynuld zména zvétseni bez zaostfeni

e | (opera¢ni mikroskopy)

4« 3) Mikroskopy pro mikrofotografovani, pro pofizovani
{_ videozaznamu s digitalnimi kamerami, projekéni mikroskopy,

mikroskopy s mikromanipulatory




|

* nterferen¢ni mikroskop

e polariza¢ni mikroskop
UV mikroskopie

1 fluorescenéni mikroskop

e fazové kontrastni mikroskop
1953 - Nobelova cena za objev - Frits Zernike (1888 - 1966)

- diferencni interferenéni kontrast

dle Nomarského (DIC)

u
K_A/ ELSL' I'!'-*—d \, L

=

— AmETOVY
nastavec

Slozené paprsky
po interferenci Okulary .

== AnAlyzhion="Juy = dopadajici
— Radny

Mimofadny i)

papmgk —

‘ Vzorek

Polarizované iy
svétlo -
= Polarizitor

Svetlo
ze zdroje




| » Klasicky svetelny rmkroskop

- detaily objekttl nejsou rozeznany vzhledem k malému kontrastu
mez1 strukturami s podobnou propustnosti svétla

* Riizné ¢dsti prep. - rizny index lomu a ohyb paprski

.‘:' -
D8 e

H3 ohjekty s vysokyth n velmi ohybaiji svétlo

Bacillus cereus

L

tzv. ,halo“ efekt “t#"
okolo bunék

Sporosarcina ureae

moznost pozorovani Zivych objektii v nativnim stavu bez barveni
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OSr. 7. Friched avdtls absop- - e it S |
. bujicim Eggekie;-a°r : ; Obr. 8. Prmichod avétla transpa=

i rentnim objekien

A -~ avételnd vlina dopadajici : -

ne obJekt, B - avBhalnd Sium - - A - svitelnd vlna dopadajici na

o pruchodu zbar ; & ; - objekt, B = svbhtalnd vina po.

AR T T g e ' prichodu transparertnin_obiek-

frakeci b 5 em = sveilelna vina po difrak-

iizeire;aﬂcgéi :'GEB ani?é o1 v objertu, (B ?zniképinter-

; : e ferenci A 8 () ;
V husté absorbujici ¢ast1 preparatu: Pr1 pruchodu svételné viny transparent.
vidime ji jako svétlou; objektem se vlna zpozdi, neméni vsak

intenzitu ani amplitudu, ale

posune se jeji faze - €asto o 90°.
Mikroskop zvysi zménu ve fazi mezi
puvodni vinou A a vlnou po difrakc1 C
na 180° - obé se pak po interferenci

dojde k Caste€né absorbci
vinové délky a ke zméné
amplitudy coz zachytime
jako zmé&nu itenzity svétla.

B-=A +_ C ‘ co nejvice rusi.
Vlna C je oproti puvodni viné A po Pozn: posun fize je v zavislosti na rozdilu
difrakc1 posunuta o 180°. indexu lomu dané struktury a okoli, na délce

— - optické drahy a na vlnové délce svétla.

-
. g
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V kondenzoru - kruhova clona (zatemnély
stred)

Paprsky projdou vzorkem - na tazovych
objektech dojde k odchyleni néktervch
paprskll z puvodniho sméru (vivem
ohybu, rozptylu, lomu).

V objektivu - ¢tvrttdzova desticka, také tvar
mezikruzi. Na n1 dopad paprsku, co
nezmenily smeér pi1 interaker s fizovymi
objekty, ty posunuty, ostatni paprsky (se
zmeénénym smerem) desticku minou,
nejsou posunuty.

, <R S T
: L Rozdily ve fazi svétla pFevedeny
3 na zmeény kontrastu

L |F=— plane of




-Féazovy kontrast IH.- [l

Contrast

Three views of Paramecium caudatum(food vacuoles contain stained yeast cels)
L i

b -
e

Epitelialni burika

high contrast

B Cad e

- {left) Badilus thurdnginensis with J;e;?;{

- endospores: (Albrght field; &) SR
phase contrast &ady ) S
{right) Pseudopodium of Chaos |
{Pelomyxa) carnnensi: ()

bright figld, (D) darkfield (700x)

@ BioEd Online
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|

| Obraz je vytvaren interfernci paprskii faizové posunutych 1 neposunutych

o Poativni Lizovy kontrast: objekty tmavsi vii€i pozadi (fazoveé posunuty paprsky
se zmeénénym Sifenim)

e Negativni fazovy kontrastjsou-l objekty oproti pozadi relativné svétlejsi (fazove
posunuty paprsky nevychyvlené 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 oddé€lenych paprskil.
Vyhoda: moznost pfimého méreni indexu lomu objektu.
=L o w N e
Vananta interferenéniho mlkroskopu.

Mikroskopy s diferen¢nim interferen¢nim kontrastem
£ dle Nomarského (DIC)

Hlavni soucasti:

Polarizator srovnava viny, jeZ jsou v riznych rovinach
Nomarského desticka v kondenzoru je hranol, jez
zpracovava polarizované svétlo tak, Ze na preparat Jdou
dva paprsky soub€zné vedle sebe. V analyzitoru vidime
3D obraz v zavislosti na riizném n raznych ¢asti bunky.
Zvyraznénim 1 malych rozdilt vznikne plasticky obraz
povrchu bunky.

Bacillus megaterlum
Bacillus cereus

Sporosarcina ureae
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* Princip: svazek polarizovaného svétla je
po pruchodu preparitem sté€pen
polarizaCnim filtrem na 2 nepatrné

r posunuté svazky (nastiva dvojlom).

Takto se vytvori 1 dva nepatrné posunuté
obrazy, navzijem ,,kolmo polarizované®.

Oblasti1 obrazu s fizovym posunem
|  (zptisobeného fazovimi objekty
preparatu) se presn¢ nekryji a mista
prekryvu riuzného fiz.posunu jsou

L

| interferenci zviditelnéna zmeénou jasu ¢1
barevnym obrysem, v zavislosti na
pouZiti monochromatického /
polychromatického svétla.

g N

L

————————— — Image plane

Interference space
Analyzer

Lt Main
\ ™ Nomarski prism

Specimen

Condenser

\)V Auxiliary
! ® Nomarski prism

Plane-polarized light

I 1 Polarizer

L \ |” / Field diaphragm
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» zviditelnéni opticky aktivnich nebo dvojlom
vykazujicich struktur

=71 » Princip: spojeni konvenéniho mikroskopu a

polarimetru.

| * Optckou aktvitou se projevuji 1 nekteré
| slozky cytoplazmy i proudéni cytoplazmy. t
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e Princip: optika mikroskopu musi byt z kfemenného skla

(dobfe propousti UV). Obraz nepozorujeme okem, je
zviditelnén na luminiscencnim stinitku a je fotogratovan.
| o Kratsi vinova délka UV = wssi rozlisovaci schopnost, té
obvykle ale dosaZeno neni. Optika ma korigovany vady

pro jedinou vlnovou délku - takovou, co je pritomna ve
zdron UV zafeni.
* Vvhoda: pfimé pozorovani struktur propoustjicich

viditelné, ale pohlcujicich UV svétlo (bilkoviny, DNA).

- - ? H__I_ : : ; :E" '.'ﬂ.




Mycobacterium phlei

p ax| ¢
oresceﬁﬁm N1 Auramip-rodami
J £ﬂt : k. : i' | . ﬁhi ﬁ}ﬁ} ;ijhr
nm _ . A T e

Vyuziva schopnostl nekterych latek

po ozareni svétlem o kratsi vinové délce emitovat viditelné svétlo o delsi vinové
délce.

Vyuzito dlouhovinné UV a prilehla oblast viditelného spektra emitovaného \
halogenovymi lampamu. '

UV svétlu je phizpusobena optika kondenzoru, zbytek optického systému
totoZzny s béZnym optickym mikroskopem.

Fluorescein
Piidany hltry (bariérovy) chranici idské oko pred zbytkovym UV, gﬂlF‘l .
alcoruor
Fluorescenci vykazuji: Akridinova oranz
nekt. slozky Zivé hmoty 1 bez obarveni (latky s aromatieKym jadrem

| &1 heterocyklem - napf. amk. tryptofan), vétSinu preparati vsak barvime [
fluorescennimi barvivy na zakl. specifické mterakee™s bunéénymi strukturami.
Mnohdy je fluorescen¢éni barvivo (fluorochrom, fluorescen¢ni sonda) navazano
na protilatku specifickou pro urcitou bilkovinu v cytoplazmé, tak lze selektivné
zviditelnit slozky cytoskeletu eukaryotickych bunék, chromatin, membranove
bilkoviny apod. y
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%3 — jluminator (osvétlovat)

. B s o Ve B
1 — vysokonapetovy zdro)

2 — schranka s vybojkou - W

4 — objektiv
5 — ototna kazetana kostky s filtry
6 — okuldr

7- univerzalnt kondenzor
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Ziuta

BARIEROVY
FILTR

h. - -
CERVENA MODRA
o CERVENR
ZLutd
—_—
ZDROJ ZELENA MODRA ZLUTA
ZARENT — S B —
MODRA
uy MODRA
ey o o
suDiCi PREPARAT
FILTR § FLUOROCHROMOVANYM -
OBJEKTEM

Priklad s filtry:

Slozené svétlo po prichodu budicim filtrem
redukovano na svétlo modré, ost. pohlceno. Modré
svétlo dopada na buniky s fluoresc. barvivem, to vysila
paprsky o delsi viné (zluté). Modré je pohlceno
bariér.filtrem. V temném poli sviti Zluté bunky.

Schéma principu fluorescenéni mikroskopie

T = ) slecnn e
Kostka s filtry a zrcatkem-»

[ R T

6

Rtut'ova vybojka
Excitaéni filtr
L

T SS
,vv,,;(, P

Zrcatko 30
Objektiv

Preparat

Bariérovy filtr ~ sy o hrn e
/i

Princip fluorescen¢niho mikroskopu
OtoCna kostka s filtry a zrcatkem.
Zrcatko rozd€li excitaéni a emitované svétlo
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Optl(:ke mlkroskopy vytvarejici obraz
postupné, z jednotlivych bodu (pixelt)

|| = nesou mnformaci z azkého svétel.paprsku:

1.laserovy radkovaci ( rastrovaci, skenovaci)

konfokdlni mikroskop

=Rusivé svétlo z vrstev nad a pod rovinou
ostrosti odstranéno z drahy k detektoru
zabranou s malym otvorem - vysledek:
perfektmé€ ostry obraz. Paprsek se po
objektu posouva a obraz jednothvych bodu
se sklada v PC. Posunem paprsku do jiné
hloubky lze vytvorit optické Fezy a skladat je
do 3D obrazu.

"Vyznam: moZnost pozorovani 1 relativné
silnych preparatu, véetné nativnich.

» Konfokalni mikroskop lze upravit 1 pro
konfokalni fluorescencni mikroskopiu

E Aperture array Il

Aperture array | ——— ‘———

Condenser
lens

v
Rt o b

display




4 = misto mechanického fadkovaciho systému pouziva

2| " Vvhody: vyborné rozliseni, vysoky kontrast (Gpravou jasu

2. barevny Fadkovaci mikroskop ..s letici stopou®

jasnou bilou svételnou stopu, ktera prebiha po radcich na
obrazovce osciloskopu.

zdrojové svételné stopy v zavislosti na absorbanci
preparatu)

3. opticka skenovaci mikroskopie v blizkém poli NFOS

" velmi Gzky svételny paprsek prochazi po fadcich velmi
tenkym preparatem a jsou meéfeny zmeny jeho mtenzity.

" Vyhody: rozliseni 10 -100x vyssi nez u klasického
svetelného mikroskopu. Vyhodou oproti elektronové
mikroskopn (viz ddle) je, Ze vzorek nemusi byt umistén
ve vakuu ale Ize jej pozorovat napf. ve vodném prostredi.

IEE Gt | T\ fic:to I cﬁa-ﬁﬁ- iﬁ =
| | / c’r::hli\ "\;‘ Dk ~ A -
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Z.obrazeni pfedmétii pomoci urychlenych elektronovych svazki -
elektrony maji vinovou délku de Broglieovych hmotnost.vin

Urychlenim Ize dosahnout stotisickrat kratsich vinovych délek:

Rozlisovaci schopnost pak (6= A /n*smo): velmi mala A

Vlivem velkych optickych vad pouzitych CoCek (magnetické)

pomerné mala numericka

bertura - fadove setiny.

T hit! Tm bit! Tve bt an eectron !’

Another casualty in the War of the Atoms.

Rozlisovaci mez: desetiny nm (mlk)

Déleni EM dle zpusobu zobrazovani

transmisni
emisni

_ o odrazové

radkovac1 strovam

E ektronovy ‘mikroskop
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V biologické praxi:
Z 5000-1000 000 x

rozliseni: desetiny nm (veétsi molekuly)

Struktura objektu: pruchodem el.svazku

Flektronovy paprsek: ze Zzhaveného

kovového vlakna

Proti rozptylu elektronti: v tubusu EM

vysoké vakuum

Colky vytviteny obvykle rotaéné
symetrickym elmag. polem

Konecny obraz pozorujeme neprimo,

projekci na luminiscencni stinitko
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elektronové
délo

c¢ocka
kondenzoru

preparat

Ei . c¢oéka ]
objektivu

S

. __ Cocka
& projektivu

stinitko

ok
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;cV1V + soli a oxidy
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z,mlil:e zpracovanim

Ill

~ preparatu.
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17| Rastrovaci elektronova mikros E 3
r‘ ( ’k\(“skdnovaci, tadkovact, Seanning Eleetron Miéroscor M) i
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| * velmu uzky paprsek elektronu je vychylovacim systémem
J nucen prejizdeét po povrchu preparatu po radcich
41| ¢ Rozlisovaci schopnost SEM o 1-2 fady mensi nez TEM, ale
3 moznost pozorovani objektll s komplikovanou 31
strukturou (signdl totiz nese mmformaci o sklonu povrchu v L
misté¢ dopadu svazku elektront) vysledkem je obraz s
| vysokou hloubkou ostrosti ;
B = L e = N S e TR
E{ i Ve B ‘o it 4 ) oo |

U %éw; Sl f ..‘ -l' ‘ i
. o el .
Zpracovanim preparatu ‘

" - : : - 1
- » pokovovani povr
L
‘m tozhisentartefaktu vznik
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(Scanning tuneling electron n AIC]
| -r‘__.:-"-\:&H ' $i ﬁr"” r E B ==

i[| = Nad povrchem preparatu se pohybuje
_ velmi tenky kovovy hrot, ke kterému
| wtunelwi® elektrony z povrchu g
preparatu  (tunelovy efekt - jev|
1 kvantové mechaniky, kdy Castice

pronikaji oblasti, na pfekonani niZ by
dle zikonu klasické mechaniky nemél §
| dostatek energie)

= Zobrazuje se elekironovd hustota na |
povrchu prepardtu s rozliSenim na |
urovni rozmeéril atomil.

Q = Vvhody: Vzorky nemusi byt ve vakuu,

ale napf. 1 ve vodném prostredi.
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Hyperzvuk pronika v kapalinéc 1 pevném prostie
do hloubky jednotek az desitek mikrometru.

Pozorovani preparatii neprostupnych pro elektrony a
viditelné svétlo.

Informace o mechanickych vlastnostech prostredi.
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Barveni bunék

I 3 =0

 Gramovo barveni - barveni bakterii jako
1dentifikacni metoda

e Hans Christian Joachim Gram (1884)
1)Bazické barvivo --- 2)voda ---— 3)Lugoluv

fixa¢ni roztok - 4)voda — 5)aceton, ethanol |

— 6)voda - 7)safranin (dobarveni)

———

v v\

safranin

@ 2 L] # e
i w \ °°’:§§% og, M ag, B
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li-|—.-- plication of  (b}.Application of (e} Aleohal wash {1 Y

trystal violet indina
- .
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Gramnegativni typ

buné¢né stény:

peptidoglykan 109, 2nm,
por6zni vypln mezi
cytoplazmatickou membranou

| a vnéj$i membranou.
1 Barvivo se v porézni

vrstv€ nenavaze,

GRAM-NEGATIVE

| | odmyva se.

L L] [ L L]
\ \ \
\::?a \:’%}% — ;“;1:7;2 e :'
il e & o0 &o .ajf“ &
: E Application of

crystal violet

? Grampozitivni typ

& hydrofobni struktura.
t Mez1 polymerem je voda.

.« lixuje pfimo na strukturach.

bunéc¢né stény:

Do hydratované vrstvy se
dostava barvivo krystalové
violet1, Lugoluv roztok

Organické rozpoustédlo
poté dehydratuje vrstvu.
Barvivo zustava pevné

vazano, nedobarvi se dal
safraninem.

e =
il | ] = —




Field of View and Light Intensity

Final
magnification 100x 400x

Apparent field:
flef) without ad justing . . 1
brightness 1 Selgk

M (g i) afte r com pensating i cﬂ ;
. I with intensity control F e 20

Jle £
R p

Vi¢

SO Objective

pr] magnification

At

Quantity of
light

True field
diameter

0.2 mm

0.03 sq. mm

BioEd Online
000 )Hwe/ecular ce biology (4th ed.). reeman and Co.




Maximum Useful

Resolution

Description

~ electron

Magnification
1,500
Darkfield 1,500
2,500
|

gé A Fluorescence 1,500
:' 1 ‘Phase contrast 1,500%
I -yomarsh 1,500%

~ differential

interference
Confocal 1,500%

500,000-1,000,000

10,000-1,000,000 X

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-
ganismg; 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 staining; 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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 http://micro.magnet.fsu.edu/cells/bacteriacell.html

| http://www.euronet.nl/users/warnar/leeuwenhoek.h
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