MIKROSKOPIE JAKO NASTRQJ
STUDIA MIKROORGANISMU

Mikroskopické techniky

SlouZi k vizualizaci mikroorganism
Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723)

Cocka zvétiujici 300x
Razné druhy mikroskopd, které se lisi ¢ockami a
zplUsobem osvétleni vzorku
Svételna (opticka) mikroskopie

Pozorovani celych bunék pfi malém zvétseni
Elektronova mikroskopie

Pozorovani vnitini struktury nebo detail(i na povrchu buriky

Svételna mikroskopie

Studovany objekt osvétluje viditelné svétlo
Nejbéznéjsi
Jednoduchy mikroskop
1 cocka
Slozeny mikroskop
2 sady Cocek
Okular a objektiv
Typy optickych mikroskop
V prochdzejicim svétle
S fazovym kontrastem
V temném poli
Fluorescenéni (vétsinou ale pouzito UV zareni)

Mikroskopie v prochazejicim svétle

Vizualizace objekt na zékladé rozdild hustoty buriky a
okolniho média

Identifikace hlavnich ryst buriky (velikost, tvar, velké
soucasti)
Nevyhodou je maly kontrast

Vyjimkou jsou zbarvené mikroorganismy

Cotka

Sledovany objekt

Zaostfovaci$rouby

Van Leeuwenhoek(v mikroskop (model)

Okular — Objektiv

Stolek mikroskopu

ZaostfovaciSroub Kondenzor.

Zaostfuje svétlo.

Zdroj svétla

Svételny slozeny mikroskop




Zakladni pojmy

Zvétseni: vynasobeni zvétSeni okuldru a objektivu (az
2000)
Rozlisovaci schopnost: nejmensi vzdalenost 2 bodd, pfi
niZ jsou tyto body vidét jako 2 objekty (az 0,2 um),
ovlivnéna dvéma faktory
VInovd délka svétla pro osvétleni (1/A)
Mnoizstvi svétla prichdzejiciho z predmétu (pfima iméra)
Numericka apertura ¢ocky
Pouziti imerzniho oleje a imerzniho objektivu

Pramér nejmensiho rozlisitelného objektu = 0,50 /numericka apertura

Zvyseni kontrastu

Barveni vzorku

Jiné typy mikroskopt
Mikroskop s fazovym kontrastem
Mikroskopie v temném poli
Fluorescen¢ni mikroskopie

Barveni mikroorganismii

Organismus je fixovan na sklicko protazenim pres plamen
Usmrceni mikroorganismu
Barvivo je aplikovano na fixovany organismus
Barvivo barvi jen urcité bunécné soucastinebo urcité organismy
Pozitivni barviva
Afinita k bunécnym komponentdm
Buriky fixovany
Negativni barviva
Nepronikaji do buriky
Poskytuji kontrastni tmavé pozadi
Preparat se nefixuje
Znazornéni povrchovych struktur Zivych bunék

Jednoduché barveni

Aplikovano pouze jedno barvivo

Bazicka barviva
Pozitivni ndboj
Vazi se na povrch buriky, nukleové kyseliny, kyselé polysacharidy
(negativni naboj)
Neodhaluje vnitini strukturu
Metylénova modf, krystalova violet, safranin
Kyseld barviva (kationtova)
Negativni naboj
Barvi bazické komponenty (bazické proteiny)
Eosin, fuchsin, Kongo cerven
Suddnska cern
Rozpustna v tucich, barveni lipidd v burice

Diferencialni barveni

Slouzi k identifikaci a rozliseni

Urcitych skupin bakterii
Barveni dle Grama
Barveni fuchsinem

Urcitych bunéénych struktur (strukturni barveni)
Barveni pouzder
Barveni endospor
Barveni bi¢ika

Pouzito vice barviv

Barvenidle Grama

Bakterie maji riznou schopnost vazat uréitd barviva
Pouziti krystalové violeti a safraninu

Schopnost vazat krystalovou violet zévisi na chemické
struktufe bunécné stény

Gramnegativni bakterie
Grampozitivni bakterie




Gram Positive Gram Negative

Fixation
Crystal violet

lodine treatment

Decolorization
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Schéma postupu Gramova barveni

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Gram* Gram®

Vysledek Gramova barveni

Kyselé barveni fuchsinem
(dle Ziehl-Neelsena)

Pro stanoveni mykobakterii

Mycobacterium tuberculosis, M. leprae
Obsahuji zvlastni lipid v bunééné sténé (kyselina mykolova),
ktery je nepropustny pro vétsinu barviv, vaze vsak karbolfuchsin
Mykobakterie zadrzuji primarni barvivo v kyselém roztoku
alkoholu
Ostatni bakterie odliseny barvenim methylenovou modfi po
odbarveni roztokem kyseliny a alkoholu
Nebarvi se Gramovym barvenim kvdli lipidu na povrchu buriky

Mikroskop s fazovym kontrastem

Opticky systém zvysujici kontrast mezi mikroby a
mediem
Svétlo prochazejici burikami je zpomalovano vice nez
pfi prlichodu prostfedim

Zména faze

Zesilena pomoci fazové desticky v objektivu

Tmavy obraz na svétlém pozadi

RGzné bunécéné struktury zpomaluji svétlo razné

Lze pouZit pro sledovani Zivych mikroorganismu

Mikroskopie v temném poli

Preparat osvétlovan bo¢nimi paprsky

Dochazi k ohybu svétla

Pouze svétlo rozptylené preparatem vstupuje do
objektivu a je vidét

Pozoruje se v kolmém sméru na smér dopadajicich
paprskd

Zarici body na tmavém pozadi

Specialni kondenzor — clona zachycujici pfimé paprsky

Sledovani tvaru a pohyblivosti nebarvenych Zivych
organismu, sledovani bi¢ikd

Svételny mikroskop Fazovy kontrast Temné pole

Ucebnice Madigana kol., obr. 2.5, str. 29

Saccharomyces cerevisiae




Fluorescencni mikroskopie

Vizualizace objektd, které fluoreskuji
Emise zareni vyssich vinovych délek (ve viditelné oblasti) nez vinova délka
excitacniho zareni
Objekt se osvétluje obvykle UV paprsky nebo viditelnym
svétlem kratkych vinovych délek
Speciélni zdroj
Kfemennd optika
Vétsi zvétseni
Lepsi rozlisovaci schopnost (A!)
Barveni fluorescenénimibarvivy (DAPI)
VyuZziti fluorescenéné znacenych protilatek (hlavné v lékarské
mikrobiologii)

Svételny mikroskop Autofluorescence Fluorescence
(barveni)

Ucebnice Madigana kol., obr. 2.6, str. 29

3D zobrazovani

Diferencni interferencni mikroskop
Konfokalni skenovaci mikroskop
Mikroskopie atomovych sil

Skenovaci elektronovy mikroskop

Interferencni mikroskopie

Vyuzivd zmény rychlosti svétla v riiznych materidlech
Osvétleni polarizovanym svétlem
Nomarského diferencni interferen¢ni mikroskop

Déli svétlo do dvou paprskd, které prochazeji blizko sebe
vzorkem a potom se sloZi

SloZeny paprsek neni ve fazi
Trojrozmérny vzhled vnitfnich struktur

Ucebnice Madigana kol., obr. 2.7a, str. 30

Konfokalni mikroskopie

Kombinuje laserovy zdroj a svételny mikroskop
Vzorek osvétlen bodovym zdrojem svétla (laser)

Konfokalni clona skryje zobrazeni oblasti pod a nad
rovinou zaostreni a rozptylené svétlo z ostatnich
rovin je tak minimalizovano

Je moZno pozorovat vzorek v riiznych rovinach

Spojeni s pocitacem a nasledna rekonstrukce
trojrozmérného obrazu vzorku

Moznost fluorescenéniho barveni
Pozorovani silnych vzorkd

Mikroskopie atomovych sil

Tenkd sonda je umisténd extrémné blizko ke vzorku,
takZe se vyvijeji slabé odpudivé atomové sily

Vzorek je skenovan v horizontaInim i vertikalnim sméru,
sonda kopiruje povrch vzorku a zaznamenava interakci s
povrchem

Vzor je zpracovan detektory a predan do pocitace, ktery
generuje obraz

Vyhody: Zadna fixace nebo potahovani vzorku, obraz
podobny obrazu se skenovaciho elektronového
mikroskopu, moZnost pozorovani Zivych vzorkd




Elektronova mikroskopie

1931 Knoll a Hruska: transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
Ucebnice Madigana kol., obr. 2.8b, str. 31 Vzorek je ozafovan elektrony

1000x nizsi A neZ svétlo = 1000x vyssi rozliseni (0,2 nm)
Funkci ¢ocek plni elektromagnety

Objektiv a okuldr (stinitko citlivé na elektrony)

Jako kondenzator slouzi magnetické pole

L _ Obraz odpovidajici schopnostielektront prochazet riznymi
Ucebnice Madigana kol., obr. 2.7b, str. 30 Eastmi objektu
Pozorovani vnitinich struktur burnky

MozZnost pozorovat vzorek na molekularni Grovni
Proteiny, nukleové kyseliny

PFiprava vzorku pro TEM

Elektrony Spatné pronikaji preparatem
Pfiprava ultratenkych fezi
Fixace (vysuseni a pripojeni k matrici)
Mohou vznikat artefakty a deformace
Mikrotomie (krdjeni diamantovym nebo sklenénym
nozem)
Pro lepsi viditelnost detail
Uprava povrchu tézkymi kovy pro lepsi kontrast
Kyselina osmicelg, soli U, La, Pb
Dobfe rozptyluji elektrony
Mrazova fixace
Zmrzly vzorek je fezdn nozem
Povrch pokryt tenkou vrstvou uhliku
NevyZaduje fixaci a mikrotomii

Skenovaci (rastrovaci) elektronova
mikroskopie

Ucebnice Madigana kol., obr. 2.10a, str. 32
Proud elektron(i prejizdi pfes povrch vzorku tam a
zpét v pravidelnych radcich

TEM
Vzorek je pokryt tenkou vrstvou kovu (zlato)

Uvolnéné elektrony ze vzorku (z kovu) jsou

odrazeny na stinitko

UZite¢né pro pozorovani detailli na povrchu buriky
. v Ucebnice Madigana kol., obr. 2.10a, str. 32

Trojrozmérny efekt

Rozliseni 1-10 nm

SEM




