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Mikroskopické (pozorovaci) techniky

Svetelna mikroskopie

- diagnostika bakterii
- virologické studie — detekce CPE, imunofluorescence
- tkanové preparaty, cytochemie, histochemie

Elektronova mikroskopie

- hlavné pro diagnostiku virt
- pokrocilé morfologické studie bakterii



Zvétseni —
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Svéetelna mikroskopie

Svételna mikroskopie umoznuje pozorovat objekty, které jiz naSe oko nedokaze rozlisit
(rozliSovaci schopnost, tedy schopnost rozeznat 2 u sebe lezici body, je u ¢lovéka
0,25mm). RozliSovaci schopnost svételné mikroskopie je priblizné 0,25 um, coz je dano
vinovou délkou zareni, které mikroskopem prochazi (v tomto pripadé svétlo, proud
fotonu), ale také vlastnostmi objektivu (viz dale). RozliSovaci schopnost svételné
mikroskopie je tedy 1000 krat vétsi, nez rozliSovaci schopnost lidského oka. Maximalni
uzitecné zvétseni, kterého lze ve svételné mikroskopii dosahnout, je az 2000 krat u
specialnich mikroskopU. Pro vyssi Uroven detailu se vyuziva elektronova mikroskopie
nebo mikroskopie atomarnich sil.

Svételna mikroskopie: techniky pripravy mikroskopickych preparat(
zpUsoby registrace pozorovanych objektd

Vyuziti téz v histochemii a cytochemii
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Nepolarizované zareni

- vektor E kmita v kazdém misté a v pribéhu ¢asu ve vSech moznych smérech kolmych
na smér Sireni paprsku

Polarizované zareni

- vznika prichodem nepolarizovaného paprsku dvojlomnym télesem (napfr. krystalem
islandského vapence)

- dochazi k rozlozeni na dva paprsky polarizované, kmitajici jen v jedné roviné, pricemz
rovina kmitl (vinéni) jednoho z nich je kolnma k roviné kmitd druhého.

o wam - » 1 e ELomEE_ T
smér sifeni Sy smer Sireni
paprsku 1 paprsku

béiné, nepolarizované, zafeni polarizovane zareni

< 5 vertikdlnim smérem kmitu,

sek s horizontdlnim smérem kmitu, 4 = dvojlomny krystal).




Odraz a lom svetla

Vzhledem k malé vinové délce svétle se Sifi svétlo v homogennim prostredi pfimocare
Na rozhranich dvou opticky riznych prostredi (napr. vzduchu a skla) nastava odraz nebo lom

Zakon odrazu

-na rovinném rozhrani 2 opt. prostredi se
dopadaijici paprsek odrazi tak, ze uhel
dopadu = uhlu odrazu, odrazeni paprsek
zUstava v roviné urcené dopadajicim
paprskem a kolmici dopadu

Zakon lomu

-pronika-li paprsek z jednoho optického
prostredi do druhého a je-li nové prostredi
jednolomné (izotropni), setrvava v roviné
dopadu, ale vychyli se z pivodniho sméru
-z prostf. opt. rfidsiho do hustSiho = lom ke
kolmici dopadu

-z prostf. opt. hustsSiho do fidsiho = lom od
kolmice dopadu

Je-li Uhel lomu =90 , pak uhel dopadu je tzv. mezni uhel
Je-li uhel dopadu > mezni Uhel, vznika Uplny odraz svétla (tedy uhel lomu je >90 )



Opticka hustota prosredi

- oznacuje se jako index lomu (N)

- stanovuje se refraktometrem

Indexy lomu rliznych prostiedi (pro bilé svétlo)

Prostredi
vzduch (vakuum)
krystal NaCl
voda

korunoveé sklo
kremenné sklo
flintové sklo
diamant
kanadsky balzam
cedrovy olej

N

1,00
1,54
1,33
1,61
1,46
1,58
2,42
1,50
1,52

preparaty

uzaviraci médium

imerze



Disperze (rozklad) svétla

-zavislost hodnot indexu lomu opt. prostredi na
vinové délce svétla
-v rozdilnych prostredich je disperze rizna
-‘ -sklenény hranol: paprsky kratSi vin. délky se
50 lamou vice nez paprsky delsi vin. délky
-vznik spektra (rozklad bilého svétla na
monochromatické slozky)

-koherentni svételnd vinéni schopna interferovat (splyvat v jeden svételny
tok) ziskdvame jen ze svételnych tok( vychazejicich z jediného zdroje svétla
-interference nastane, kdyz svétlo urcitého zdroje odrazem (zrcadly) nebo
lomem (hranoly) vhodné rozdélime a v urcité vzdalenosti obdobnym
zplsobem opét spojime

-vysledek skladani (interference) je rlizny dle toho, setkaji-li se paprsky o
stejné fazi nebo paprsky s fazi vinéni rlizné posunutou

intenzita




Cocky
prihlednd (nejcastéji sklenéna) télesa, omezena vypouklymi (konvexnimi) nebo vydutymi
(konkavnimi) plochami
spojky, rozptylky

42 Vyznateni zakladnich pojmid

u rozptylky

Poloméry kfivosti optickych ploch ry, 13 poloméry kulovych ploch, které

ohranicuji cocky.
Opticka osa ¢ocky — primka prochézejici stiedy Cy a Ca.

Vrcholy éocky V7, V5 prisetiky optické osy s optickymi plochami. Vzda-
lencst |V1 V4| je Sifka ¢oéky.

n]‘rhrk\ stied cocky O stred nsecky ViVo. U tav. tenkeé Fu("k;\' ]:-;:-:i.\-' Vi,
mi blizko sebe, 3ifka & ¢ zanedbatelnd vehledem k priméru
Predmétovy prostor prostor, ze kterého svétlo do cocky vstupuje (napr.
zleva)

QObrazovy prostor — prostor, do kterého svétlo po prichodu folkou vystupuje
(napf. doprava).

Obrazové ohniska F obraz pfedmétového osového bodu, ktery je ne-
koneéné daleko od fofky v pfedmétovém prostoru spojky je F' skuteéné,
u rozptylky neskuteéné.

Obrazova ohniskova vedalenost f vzdalenost. |[F 0.

Piedmétove chnisko F
ktery je v nekoneénu,

Predmétova ohniskova vzdalenost f — vzdalenost |FO|.

Ohniskova rovina (pfedmétova, obrazovi)

a prochdzejici ohniskem (F, F')

md obraz v obrazovém prostoru v osovém bodé,

rovina kolma na optickou osu

6-43 Lom tii vyznatnych paprski 6-44 Lom tfi v¥znaénych paprski

spojkou rozptylkou
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G-45 Zobrazeni pfedmétu spojkou (a—d) a rozptylkou (e)




Hranoly

- sklenéné doplriky optickych systému v mikroskopech ke zméné chodu svételnych paprski
pod raznymi uhly, k rozdvojeni paprskl, nebo difrakci svétla

- dle potreby jsou jejich plochy pod rdznymi uhly vybrousené, nejéastéji primér ve tvaru
rovnhostranného trojuhelniku

- hranoly z islandského vapence (nikoly) k vytvareni polarizovaného svétla

Geometrie zobrazovani spojkou

- pro zjednoduseni chod paprskud za primocary

- tri dulezité paprsky:

- a)rovnobéiny s optickou osou (na povrchu ¢ocky se lame do obraz. ohniska) (1)
- b)prochazejici stredem cocky (neldme se, paprsek hlavni) (3)

- ¢)prochazejici predmétovym ohniskem (lame se rovhobézné s optickou osou) (2)




Vady cocek

Vada barevna (chromaticka, rizné lom svétla o rtizné vin. délce)

hilé swétlo

Vada sféricka (kulova, paprsky rovnobézné s osou se lamou rizné podle jejich
vzdalenosti od stfedu ¢ocky, obrazem nejsou body ale kruhy)




- paprsky, které dopadaji na ¢ocku ze
strany (z bodu leziciho mimo opt. osu) se
neprotonou v jednom budé, ale zobrazuiji
se jako 2 linie na sebe kolmé

Vada astigmaticka

Vyklenuti zorného pole _ —

- paprsky dopadajici na ¢cocku Skmo maji jiné ohnisko nez rovnobézné paprsky primé.
- pfimka se v bokorysu nezobrazuje jako primka, ale jako oblouk

- nelze zaostfit na cely predmét




Koma
- bod lezici mimo osu Cocky je zobrazen jako protahla ploska

Distorze
- okraje zorného pole jsou vice ¢i méné zvétSené nez je stred
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Mikroskop

opticky pfristroj slouzici ke zvétSeni zorného Uhlu pfi pozorovani malych objektd
je sloZzen z optické, osvétlovaci a mechanické casti

Objektivy

je to spojna ¢ocka (nebo spojna soustava) s malou ohniskovou vzdalenosti f1
vytvari zvétSeny prevraceny a skutecny obraz predmétu, umisténého pred jeho
ohniskovou rovinou tak blizko, aby obraz vznikl v pfimérené vzdalenosti (zvané
optickym intervalem nebo délkou optického tubusu) za P .

opticky interval je uréovan mechanickou délkou tubusu, ktera se méri od dosedaci
plochy objektivu k dosedaci ploSe okularu, pohybuje se kolem 170 mm

Okulary

pozoruje obraz vytvoreny objektivem jako lupou

nastavi se tak, aby tento obraz vznikl v jeho predmétové ohniskové roviné

je to spojna cocka s vétsi ohniskovou vzdalenosti 2

oko vidi neskutecny prevraceny (vzhledem k objektu), prip. primy (vzhledem k obrazu
vytvoreného objektivem) pod zornym udhlem r



Pozorovani malého predmeétu lupou

Zorny uhel r = Uhel, ktery sviraji okrajové paprsky predmeétu prochazejici optickym
stredem ocni Cocky

Konvencni zrakova vzdalenost = vzd. ze které mizeme predméty delsi dobu
pozorovat bez vétsi Unavy, d = 25 cm






Pozorovani malého predmetu mikroskopem

OKULAR

Obr. 16:

Geometrie zobrazovéni
piedn&td ve sloZeném
mikroskopu pfi puu;in
t1 ortoskopického
okuldru:

obr. 1 = zvét3eny,
pievrédceny a skutetny
obraz vytvofeny ob-
jektivem,

obr. 2 = zvétZeny
neskutetny obraz

pozorovany okuldrem
Jjako lupou,
Text viz str. 15,




Typy objektivu

Achromaty

- korigovana chromaticka vada pro 2 vin. délky (zl + zel)
- nejCasteji pouzivané objektivy

- kombinace s Huygensovymi okulary

Apochromaty

- korigovana chrom. vada nejen pro Zl + zel, ale i pro mod + Cer

- apochr s vétsim zvétSenim maji chromatickou vadu zvétseni (obraz vznikajici pri modrém
svétle je na okraji vétsi nez obraz vznijaici pfi cerveném svétle)

- kombinace s kompenzacnimi okulary vyrovnavajcimi barevnou vadu velikosti

- pro mikrofotografii

Planachromaty a planapochromaty
- korekce vyklenuti zorného pole
- kombinace s planokulary

- mikrofotografie

Monochromaty
- spec. objektivy pro monochromatické svétlo
- pouziti v UV mikroskopii



Vlastnosti objektivu

Ohniskova vzdalenost

- u soustavy cocek je to ekvivalentni ohniskova vzd. (oh vzd jediné ¢ocky, co ma opt.
mohutnost jako cely systém Cocek)

- od20mmdo 1,5 mm

- objektivy > 20mm jsou velmi slabé

- objektivy 6 — 15 mm jsou stredni

- objektivy <5 mm jsou silné d = konveéni zrakova vzdalenost,

L 250 mm
Vlastni zvetseni objektivu

- vypocita se z ohniskové vzdalenosti 250 : f (d = 250 mm délend ohn vzdalenosti objektivu)
- vétsi ohn vzdalenost — mensi zvétseni

- uzitecné zvétsSeni (max 1000-nasobek numerické apertury)

- prazdné zvétseni (nad tuto hodnotu, nezobrazi vice detail)

Pracovni vzdalenost objektivu

- kolma vzdalenost pozorovaného predmétu od celni cocky objektivu zaostfreného na
pozorovany objekt

- volna pracovni vzdalenost — kolma vzdalenost mezi predni plochou ¢ocky objektivu a
krycim sklickem

- silnéjsi objektiv — mensi prac. vzdalenost



Otvorovy uhel (angularni apertura)
- Uhel, ktery sviraji dva nejkrajnéjsi paprsky, které se jesté dostavaji do otvoru objektivu.
- neprimo umérny ohniskové vzdalenosti a zavisi na tvaru ¢ocky a konstrkci objektivu

Svételnost objektivu

- schopnost objektivu zachytit co mozna nejvice
paprsku prichazejicich z predmétu do objektivu

- zavisi na velikosti otvorového uhlu

Lomivost prostredi

-téZ rozhoduje o mnozstvi paprska, které objektiv prijme
-svételné paprsky, které vychazeji z predmétu, vystupuji po prichodu krycim sklem (N = 1,51)
do vzduchu (N = 1).

-na rozhrani se ldamou od kolmice, tedy vytvori kuzel vétsi nez kuzel paprska, ktery byl ve skle
-tedy 2 uhly: mensi ve skle, vétsi ve vzduchu, pod nimz vstupuji paprsky do objektivu
-nasledek: do objektivu se dostane mensi mnozstvi paprskl, nez které z predmétu vychazelo

Ponorné, imerzni objektivy

- velky rozdil mezi N skla (1,51) a vzduchu (1) se snizi, jestlize se na kryci sklo kdpne tekutina
o vysSim N a objektiv se do ni ponofi

- destilovana voda (N = 1,33): vice paprskl

- cedrovy olej (N = 1,5) — blizké N sklu, jesté vice paprsku

- ponorné (imerzni) objektivy, vodni nebo olejova imerze



podloznisklo

vzduch olej krvei

sklicko

_» Objektiv

J 7 _~SKIiCKO

= _-_*preparét

= podloZka

Imerzni
kapalina




Numericka apertura

- vztah mezi otvorovym uUhlem (angularni aperturou) a lomivosti prostredi

A =N x sin alfa/2

-alfa = vstupni uhel paprskd do objekivu, N=Index lomu prostfedi mezi objektivem a
preparatem

-alfa je vzdy mensi nez 180 , podil je tedy mensi nez 90

-Cim vétsi je A, tim je vyssi rozliSovaci schopnost objektivu a tim vétsi zvétsSeni
-vykonné objektivy maji alfa = az 140 , jejich A pri N vzduchu = 0,91, vody = 1,25, cedr
oleje =1,42

RozliSovaci schopnost objektivu
-schopnost rozlisit 2 vedle sebe leZici body jako samostatné
-tim vétsi, ¢im vétsi je A objektivu

Penetracni (hloubokova) schopnost ostrosti objektivu

-schopnost soucasné ostre zobrazit vétsi nebo mensi pocet rovinnych vrstev predmét(

-je v obraceném pomeéru k A

-velmi silné objektivy (imerzni) maji jen malou hl. ostrosti, zobrazuji ¢asto jen jednu rovinu
-slabsi objektivy maiji hl. ostrosti vétsi nez silné

Suché objektivy
-mezi preparatem a Celni ¢ockou objektivu je vzduch
-A< 1(0,85-0,94)



Okulary

- opt. soustavy zvétsujici obraz vytvoreny objektivem
- zvétSeni je prazdné (nezobrazuiji vic detailli nez objektiv)

Huygensovy okulary

- nejcastejsi

- 2 ploskovypuklé ¢ocky zasazené do kov. objimky (horni = frontalni ¢ocka,
spodni = sbérna, kolektivni)

- mezi nimi je kruhova clona, v jejiz roviné se tvori obraz

- kombinaci neachromatickych cocek se odstranuji achromaticka diference
zveétSeni a sféricka vada

Kompenzacni okulary
- pro apochromatické objektivy, odstranuji chromatickou vadu

Periplanatické okulary
- kombinace s planachromatickymi objektivy



Osvetlovaci zarizeni

Kondenzor

- pod stolkem mikroskopu

- 2-3 spojky s kratkou ohniskovou vzdalenosti

- pro soustredéni paprskd pro dokonalé osvétleni zorného pole

Irisova clona
- reguluje mnozstvi svétla prichazejiciho do mikroskopu
- zasazena do spodniho okraje pouzdra kondenzoru

Zrcatko

Mechanicka cast

Stativ

Nosic tubusu

Tubus (trubice spojujici objektiv a okular)

- vzdalenost mezi hornim a dolnim koncem tubusu je mechanicka délka tubusu
a reguluje se makrometrickym nebo mikrometrickym Sroubem

Revolverovy ménic objektivi

Stolek mikroskopu

Kfizovy vodic preparatu



Mikroskpie ve svétlém poli (v prochazejicim svétle)

Pozorovani ve svétlém poli je nejjednodussi (a nejstarsi) technikou svételné
mikroskopie

Osvétleni je zajiStovano bilym svétlem, kuzel paprski prochdzi vzorkem a vstupuje do
objektivu

Jeho nevyhodou je nizky kontrast pri pozorovani vétsiny biologickych vzorku (protoze
jen malo z nich vyraznéji absorbuje svétlo), a proto je ¢asto nutné poutziti rlznych
barvicich technik

Naopak vyhoda spociva v jiz zminéné jednoduchosti, a proto je tato metoda velmi
oblibena

Pro zvyseni kontrastu: metody fyzikalni (optické) a chemické (barveni preparatd)



Mikroskopie temného pole

Mikroskopie temného pole (DFM, darkfield microscopy) je typ svételné mikroskopie, pri
némz do objektivu vstupuje pouze svétlo difraktované (ohnuté), refraktované (lomené)a

odrazené objektem.

Svétlo, které pouze prochazi, objektiv mine. Toho je docileno pomoci kruhové clony, které
propousti jen Uzky prstenec svétla podél jejiho obvodu

Svétlo za clonou nasledné prochazi tak Sikmo k roviné pristroje, Zze vstupuje do objektivu
jen tehdy, dostane-li se mu do cesty pozorovany objekt.

Objekty jsou proto pri mikroskopii temného pole pozorovany jako svétlé predméty na
tmavém pozadi (temném poli)

Pro DFM jsou dnes k dispozici specidlni zastinové kondenzory

i " i "Kardioidn{ kondenz (o
Paraboloidn{ kondenzory (obr. 34a) ardioidni kondenzor

Zikladem téchto kondenzorg

rabolo

zorného pole.




Borrelia (nahore) a T. pallidum
(dole) zachycené pomoci DFM




Obr., 34;:

7dstinoveé kondenzory:

a = pribgh paprskd v paraboloidnim kondenzoru, b = priibsh paprskd v kardioidnim

kondenzoru. Text viz str. 40.




Mikroskopie s fazovym kontrastem

Vétsina svételnych mikroskopd, které se pouzivaji pro zkoumani nejen biologickych
preparatll, umoznuje pozorovani jen takovych objekt(, které v rlizné mire pohlcuji
prochazejici svétlo — méni tedy amplitudu prochazejiciho elektromagnetického vinéni.
Tyto objekty se nazyvaji amplitudové.

Existuje ale mnoho objektd, které po prichodu svétla poskytuji velmi malé nebo
zadné rozdily v absorpci svételného zareni a jsou tedy pro pozorovani v prochazejicim
svétle nevhodné. Tyto preparaty ale kvuli riznému indexu lomu v riznych bodech
meéni fazi prochazejiciho svételného vinéni. Paprsky prochazejici preparatem se tedy
liSi fazi svételné viny. Takovéto objekty nazyvame fazové. Patri mezi né vétsina
nebarvenych biologickych preparatu.

Malé fazové rozdily vSak nase oko neni schopno rozeznat, a proto se nam fazové
objekty jevi jako bezstrukturni a prihledné. Proto k jejich pozorovani neni bézny
mikroskop vhodny. Pro jejich pozorovani byl tedy vynalezen tzv. fazovy mikroskop,
ktery je schopen prevést fazové zmény na amplitudové, a tedy na zmény lidskym
okem pozorovatelné. Umoznuje tak pozorovani mnohych bunécnych struktur, které
byly pred vynalezenim fazového mikroskopu pozorovatelné az na mrtvych a
nabarvenych bunkach.



Fazovy posun vinové délky svétla
prichodem preparatu o rizné tloustce

index lomu = konst.

AP

index lomu = i.l. prostiedi fazovy rozdil

amplituda

preparit o ruzné tloust’ce

. _ o (A, B, )
_index lomu < 1.1, prostedi
y”

- pfi prichodu homogennim prostfedim nedochazi ke zméné parametrl prochazejiciho svétla -
faze i amlituda se neméni

- pfi prichodu objektem, nelisi se indexem lomu, dochazi k absorbci svétla a zméné jeho
amplitudy (v porovnani s prvnim pripadem), ktera se projevi zménou v intenzité (jasu).
Obvyklejsi je, ze pruchod svétla objektem provazi i zména faze.

- objekt je transparentni, nedochazi k absorbci svétla (zméné v amplitudé a jasu), ale rozdil v
indexu lomu zpUsobi posun faze vinéni (srovnej podle svislych ¢ar)
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Mikroskopie v Mikroskopie s fazovym
prochazejicim svétle kontrastem




Pozitivni fazovy kontrast

- fazova maska posunuje fazi
nedifraktovaného zareni o
Ya vinové delky dopredu

Houba Rhizopus stolonifer

- interference téchto
paprsku s paprsky
zpozdénymi pruchodem
silnejsimi objekty —
destruktivni interference

W oF W r

— tlustsi casti objektu
tmavé, tenci svetlé .




Negativni fazovy kontrast

fazova maska zpozd'uje fazi
nedifraktovaného zareni o Va
vinové délky

- interference téchto
paprsku s paprsky
zpozdénymi pruchodem
silnéjsimi objekty —
konstruktivni interference

— tlustsi casti objektu
svétlé, tenci tmavsi

Ves munka (Pthirus pubis)
s vajiCkem




MDCK bunky v
prochazejicim svétle

(vlevo) a ve fazovém
kontrastu (vpravo)

Amoeba proteus v
prochazejicim svétle
(vlevo) a ve fazovém
kontrastu (vpravo)




Polariza¢ni mikroskopie

vyuziti polarizovaného svétla k odliseni jedno- a dvojlomnych struktur
dojlomné struktury: vlakna slozena z fibrilarnich plaparalelné usporadanych

makromolekul (napr. myozinova filamenta), krystalické bunécné inkluze a
struktury s vnitfnim pnutim

Konstruk¢ni princip

kromeé bézné optiky téz 2 polarizacni prvky zvané nikoly (NikolGv hranol) z
krystalu islandského vapence nebo syntetické pryskyrice

prvni hranol zvany polarizator je umistén pod kondenzorem, takze osvétluje
zorné pole polarizovanym svétlem

kanadsky balzam

radny paprsek je pohlcen na ¢erné obarvené bocni sténé
mimoradny paprsek projde do optické soustavy mikroskopu



do prostoru tubusu nad objektivem je umistén druhy nikol zvany analyzator
natocime-li polarizator (v kondenzoru) tak, Ze rovina kmitQ jim propousténého
svétla je kolma k roviné kmit( svétla propousténého analyzatorem, polarizované
svétlo v analyzatoru zanika a zorné pole ztemni.

pri otaceni polarizatorem o 360 se zorné pole vzdy po otoCeni 0 90 4x rozsvetli
(zasviti) a 4x zhasne.

- pri temném zorném poli struktury mohou byt: 1. jednolomné, bez pravidelného
usporadani molekul a pri jakékoli poloze nikoll jsou temné, a 2. dvojlomné s
pravidelnym usporadanim castic. Tyto jsou svéetlé na tmavém poli.



kazdy polarizovany paprsek, ktery vychazi z polarizatoru po proniknuti do
analyzatoru se opétovné Stépi ve 2 dalsi navzajem kolmo kmitajici.

z 1 polarizovaného paprsku, ktery pronikl z polarizatoru do objektu, vznikaji tedy
v analyzatoru dva paprsky, kmitajici v roviné kolmé k roviné polarizatoru a dva v
roviné stejné, jako ma polarizator

paprsky kmitajici kolmo k roviné polarizatoru analyzator pri kolmé poloze k
polarizatoru (tj. pri temném poli) propousti do oka pzorovatele.

vysledny efekt: dvojlomné struktury vtemném poli svétle zari



Interferecni mikroskopie
Nomarského diferencialni interferecni kontrast

———— ————— T T

opticka

Wollastonuv
(Nomarské&ho)
hranol 1

objektiv

rovina

preparatu

kondenzor
Wollastonuv

(Nomarského)
hrancl 2

e L7773 (lambda-destilka)

P — O RO

Diferencialni interferencni kontrast dle
Nomarského umoznuje diky paru vlozenych
Wollastonovych hranoll a paru zkfizenych
polarizatorl interferenci svételnych prispévku,
které prichazeji ze sousednich mist vzorku,
vzdalenych od sebe o0 méng, nez Cini rozliSovaci
schopnost mikroskopu.

Takto se zviditelni oblasti, kde existuji gradienty
optické drahy zobrazujicich paprskl (opticka
draha je souc¢inem geometrické tloustky a
indexu lomu objektu).
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Fluorescencni mikroskopie

Fluorescence/confocal microscopy

Fluorophore

goat anti-rabbit
antibody
(secondary ab)

rabbit anti-TBEV
protein E antibody
(primary ab)

TBEV
protein E

cell structures



Konstruk¢ni princip fluorescenéniho mikroskopu

dichrolcke y p

objektiv

Zdroj svétla: rtutova nebo
xenonova vybojka (silny zdroj
schopny excitace)

Selekeni filtry selektujici ze
svétla vybojky monochromatické

svetlo

Tepelny filtr — brani prehrati



Fluorochrome Excitation/Emission/Cube/Application Data

Fluorochrome

Excitation
Wavelength

Emission
Wavelength

Applicable
Excitation

Comment

Fluorochrome
Antibody Method

Allophyco-
cyanin (APC)

Antibody
labeling

7-Amino-4-Methyl-
coumarin-3-Acetic Acid
(AMCA)

Antibody
Labeling

BODIPY FL

Antibody
Labeling

Cascade Blue

Antibody
Labeling

Fluorescein-
Isothiocyanate (FITC)

Antibody
Labeling

Phycoerythrin
B (PE-B)

545

Antibody
Labeling

Phycoerythrin
R (PE-R)

490, 565

Antibody
Labeling

Rhodamine B-lso-
thiocyanate (RITC)

570

Antibody
Labeling

Texas Red

596

Antibody
Labeling

Tetramethylrhodamine-
Isothyocyanate (TRITC)

Antibody
Labeling




Immunofluorescence staining
of TBEV-infected PS cells




Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie umoznuje sledovat objekty s vysokou rozliSovaci schopnosti a
bez rusivych vlivl pravé nezaostrenych rovin preparatu.

Je toho docileno tak, ze svétlo vyzarené laserem smérem k preparatu prochazi nejdrive
uzkou stérbinou - bodovou clonkou, ktera paprsek koncentruje do jednoho bodu ve
vzorku. Odtud paprsky prochazi do objektivu, kde je umisténa druha clonka,ktera
eliminuje paprsky, které nepochazeji z onoho bodu ve vzorku. Paprsky, které projdou
jsou detekovany na fotonasobici a informace o poloze a podobé jsou odeslany do
pocitace.

Zdrojem svétla u konfokalniho mikroskopu je laser (ultrafialové, infracervené nebo
viditelné spektrum), ktery pres bodovou (konfokalni) clonu a objektiv osvétluje preparat.
Stejnym objektivem poté prochdzi svétlo odrazené (pripadné emitované fluorescencni
zareni, pokud se jednd o fluorescencni konfokalni mikroskopii). Paprsky prochazi
dichroickym zrcadlem a pokracuji k bodové cloné, kde dochazi k odfiltrovani svétla z
jinych rovin. Nakonec paprsky vstupuji do fotonasobice, kde jsou zesileny a detekovany.

Takto se analyzuje tolik bod(, aby byl pokryt cely vzorek a pocitac mohl vytvorit
vyslednou podobu.



informace o soufadnicich
bodd (X-Y) __

dalic
paprski
a raskovaci
ol [Zand
zrcadova
bodova
clonka

zaosiiana rovina




Ultrafialova mikroskopie

Vyuziva jako svételny zdroj UV zareni, které se vyznacuje kratsi vinovou délkou nez ma
viditelné svétlo, coz zvysuje rozliSovaci schopnost mikroskopu.

Pro clovéka je UV zareni neviditelné (ackoliv néktera zvirata jej dokazi vnimat) a proto je
nutné zaznam vysledného obrazu provadét fotograficky nebo pomoci specialni snimaci
CCD kamery.

Protoze bézné sklo UV zareni nepropousti, je nahrazeno optikou z kfemenného skla
(pripadné z jinych vyhovujicich materialu).

AZ na tyto vyjimky je zakladni usporadani (predmét, objektiv, okular) zachovano jako u
optickych mikroskopd.



Infracervena mikroskopie

Zakladni charakteristika je ve vyuziti infraCerveného zareni pro zobrazeni predmeétu.
Infraervené zareni, jehoz vinova délka se pohybuje v intervalu 760 nm - 1 mm (v IRM se
pouZziva hlavné vinovych délek v rozsahu 760-1100 nm, tzv. blizka oblast), je neviditelné a
ma vyrazné tepelné ucinky (lidské télo je vnima jako salavé teplo).

Zdrojem je wolframova zarovka

Optika se pouziva zrcadlova nebo apochromaticka

Nékterymi objekty pronika snadnéji nez viditelné svétlo a proto ho lze vyuziti pro
studium silnéjsSich preparatu.

Vyuziti IRM je i v moznosti analyzy slozitych smési, kdy slozky smési maji rizné absorpcni
vlastnosti v infraCervené oblasti.

Obraz je zachycen na citlivy fotograficky material nebo pomoci specifickych detektor(
(neviditelny pro lidské oko)



Mikroskopicka identifikace mikroorganismu

- nékteré morfologické znaky mikroorganismu je tfeba posuzovat v mikroskopickém
preparatu

- nativni preparat: posouzeni skutecného tvaru zivé buriky, pohybu bakterii atd. Vyvoj
a rast mikroorganismu pozorujeme v tzv. vlhké komurce, kde jsou bunky umistény ve
visuté kapce

- vitalné barveny preparat: pro diferencované vybarveni nékterych bunécénych struktur
nebo k rozliseni Zivych a mrtvych bunék

- negativné barvené preparaty: mezistupen mezi vitalnimi a fixovanymi preparaty —
pozorovani nezbarvenych bunék na kontrastnim pozadi

- fixované a barvené preparaty: lepsi rozliseni jednotlivych typl bezbarvych
bakteridlnich bunék, jejichz tvar a struktura jsou bez predchoziho barveni v optickém
mikroskopu malo zretelné



Morfologie bakterialnich bunéek

OVOID COCCI COCOBACILLI BACILLI{RODS) LONGRODS

e 7°

o,
%wﬁ -]

DIPHTHEROIDS FILAMENTS SPIROCHETES

velilkost: 0.3 — 10 um



Nativni preparat

- vyhoda: moznost sledovat objekt zaziva — pohyb a Cinnost celych bunék, organel,
bic¢ikl, membran atd.

- nevyhoda: ¢asové omezeni, vybér materidlu omezen

- Cerstvé preparaty prohlizime ve vodé nebo ve fyziologickych médiich (ta jsou
prirozena: krevni sérum, amniova tekutina nebo uméla: fyz. rozok, Ringerav
roztok, rlstova média atd.).

- u Cerstvych preparatl mizeme pouzit vitdlni barveni ke zvyraznéni slozek buriky

- bazicka barviva: metylenova modr, toluidinova modfr, nilska modr, neutralni
cerven, Janusova zelen, Janusova cern

- tato barvi napf. vakuom, chondriom

- kyseld barviva: trypanova modr, pyrrholova modr, lithiovy karmin

- hromadi se v bunce v podobé zrn



Nativni preparat v bakteriologii (nebarveny)

Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrzime nad plamenem a polozime na
tmavou podlozku

Do stfedu sklicka naneseme kapku sterilni vody a vyzihanou klickou do ni
pfeneseme malé mnozstvi kultury kultivované na ztuzeném agarovém mediu

Po dukladném rozmichani piekryjeme suspenzi krycim sklem tak, aby se
netvofily bublinky (k prekryti pouzijeme preparacni jehlu nebo sklicko drzime za
hrany a opatrné pokladame). Pokud kapalina presahuje okraje kryciho skla,
odsajeme ji filtracnim papirem

@

Saccharomyces cerevisae ve svétlém poli
Obr.1: Bacillus subtilis ve fazovém kontrastu




Vitalni barveni

stanoveni % zivych a mrtvych bunék ma v praxi dulezitou roli: jakost

pekarského drozdi, kontrola pivovarskych kvasnic béhem technologického

procesu.

- mrtvé bunky se stanovi bud’ primo tzv. vitalnim testem nebo neprimo,
kultivacné

- v pfimém barveni: vyuziti netoxickych barviv, nejcastéji methylenova modr,
barvi mrtvé buriky modre, Zivé zustavaji nezbarveny (penetrace poskozenou BS)

- pocitaji se zivé a mrtvé bunky ve dvaceti zornych polich vitalniho preparatu,

pocet mrtvych bunék vyjadrujeme v % celkového poctu



Negativni barveni

- tvori prechod mezi pozorovanim nezbarvenych Zivych organismu a fixovanym
barvenym preparatem.

- jedna se o obarveni pozadi, buriky zUstavaji neobarvené, jejich obrysy jsou
oramovany barvivem.

-k mikroskopickému stanoveni pouzder a sliz, k méreni velikosti bakterialnich
bunék, kdy nemUzeme preparat fixovat, protoze by doslo ke zméné velikosti
bunék a k deformaci pouzder

- barviva: nigrosin, Kongo-Cerven

1. Barveni nigrosinem: Kli¢ka kultury bakterii se suspenduje v kapce vody na
skliCku a pfida se kapka nigrosinu. Rozmicha se a pomoci druhého kryciho
skliCka rozetie. Nechame uschnout volné na vzduchu. Nefixujeme!

2. Barveni Kongo-Cerveni: Na sklicko se kapne kapka Kongo-Cervené a primo v
ni se suspenduji buriky. Suspenze se rozetfe po povrchu sklicka a necha
zaschnout. Prevrstvime na nékolik sekund HCI, slijeme, pfebytecnou HCI
(neoplachujeme) ,osusime filtraénim papirem a dosusime na vzduchu.




@ |, Kopecks, G. Rotkova

Obr. 46 Negativni barveni nigrosinem, Azotobacter vinelandii (A), Bacillus megaterium (B), B. mycoides
(C), B. sphaericus (D), B. thuringiensis (E)




Fixace

- rychl

é vysrazeni (denaturace) bilkovin protoplazmy bunék a tkani fixacnimi prostredky

za UCelem zbranéni samovolného rozkladu zivé tkané/bunék
- fixacni prostredky: fyzikalni a chemické
- FYZIKALNI:

fixace teplem zasucha (bakteriologie, fix. natért, nékolikrat protahnout nesvitivym

plamenem kahanu)

fixace teplem v tekutiné (horka fixaz, v zoologii, napt. horkym 70% alkoholem nebo
horkou kys. sublimat-octovou)

fixace vyschnutim (krevni natéry, prvoci, pfi studiu povrchovych struktur)

fixace tkané vysusenim pfi nizké teploté — Altmann-Gesh (histologie, histochemie —
dlikaz termolabilnich latek)



Fixovany preparat v bakteriologii

Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrzime nad plamenem a polozime na
tmavou podlozku blizko plamene

Do stiedu sklicka naneseme kapku sterilni vody a vyZihanou klickou do ni
pfeneseme malé mnozstvi kultury

Po dukladném rozmichani suspemze zhotovime pomoci sterilni klicky nebo
druhého podlozZniho skla natér o plose cca 2 cm?

Preparat nechame volné na vzduchu uschnout a fixujeme

Fixace:

Ugelem fixace je usmreeni bunék , nebot mrtvé buriky Iépe pfijjimaji barvivo, a
zaroven prilnuti bunék k podloznimu sklu, aby nebyly béhem barvici procedury odplaveny.
Bakterie fixujeme zpravidla plamenem, mikroskopické houby a kvasinky vétSinou chemicky
( etanol, aceton ). Fixace plisni a kvasinek se provadi pouze pfi specialnich typech barveni a
jeji postup byva soucasti barvici metodiky.

Fixace plamenem: SkliCko se zaschlym natérem trikrat protahneme nesvitivym plamenem
kahanu tak, aby bakterialni kultura byla umisténa na horni strané sklicka.

Po vychladnuti barvime.




Chemicka fixativa

- roztoky jedné nebo vice chem. sloucenin anorg/org pGvodU = fixacni tekutina/smés

- neékdy i pary (formaldehyd, kys osmicela)

- pozadavky: rychly prinik do objektt, zachovani struktury objektu, zachovéni barvitelnosti

Obecny postup

- kousek tkané (blocek) vlozime do fix. tekutiny

- fixujeme materidl co nejcerstvétsi

- fix. objekt nema mit vétsi rozméry nez krychlicka o hrané 1 cm, vétsi rozméry — injekce
tekutiny do tkané

- fix. tekutiny musi byt dostatecné mnozstvi, min. 50x vice nez je objem fix. objektu

- fix. tekutina musi mit pristup k objektu ze vSech stran (na dno nadobky vata, filtr. papir...)

Ctyfi skupiny fixa¢nich ¢inidel

1. mineralni kyseliny (kys. chromova, osmiceld)

2. soli kovu (dvojchroma draselny, chlorid rtutnaty —sublimat)

3. organickeé kyseliny (kys. octova ledova, kys. trichloroctova, kys. pikrova)
4. organické redukéni prostredky ( formaldehyd, etanol, metanol, aceton)

fixaCni smési:

-alkohol-formaldehyd-kys. octova, sublimat-alkohol (podle Schaudina), sublimat-
formaldehyd-kys. octova (podle Stieveho), sublimat-kys. octova, Zenkerova fixaz, fixacni
smeési s kys. pikrovou (Bouinova fixaz), fix. smési s kys. chromovou, fix. smési s chloroformem
(Carnoy), fix. smési s kys. osmicelou (Flemmingova fixaz)



Barveni

- cilem zvyraznit nékteré struktury

- selektivni neboli specifické barveni

- molekula barviva se sklada ze dvou slozek: chromoforu a auxochromu

- chromofor: ta ¢ast, kde je skupina atomu schopnych absorpce svétla viditelné
casti spektra svételného zareni

- auxochrom: ta ¢ast, co se spec. vaze na substrat (iontova, kovalentni vazba)

Barviva dle chromofor:
- NO2 (nitro)

- N=O (nitroso)

- N=(Indamin)

- N=N=(azo)

- chininova konfigurace

Barviva dle auxochrom

- kyseld (anionickd — chromogen + kyselinotvorna skupina), napf. eosin

- bazicka (kationicka — chromogen + bazotvorné skupiny), anpr. mehylen. modr
- neutralni (sdl slozenou z barevné baze a barvené kyseliny)



ZpUsoby barveni

1. Progresivni (objekt barvime do Zzddaného odstinu, pak barveni ukoncime, napfr.
Mayerlv kamencovy karmin)

2. Regresivni (objekt prebarvime, prebytecné barvivo extrahujeme, napf. solny
karmin, boraxovy karmin)

3. Sukcedanni (objekt obarvime dvéma nebo vice barvivy po sobé, kazdé barvi
jinou slozku bunky, napf. hematoxylin a eosin)

4. Simultdnni (objekt barvime soucasné dvéma nebo vice barvivy rozpusténymi v
témze roztoku, napr. Giemsa)

5. Orthocheomatické (barvime rliznymi odstiny jedné barvy, napf. kys. pikrova)

6. Metachromatické (urc. slozky tkané se barvi jinym odstihem nez ma barvivo,
napf. thionin (modry/fialovy) barvi mezibunéé¢nou hmotu chrupavky a hlen
nacervenale)



Barveni podle Grama

- jedna se o regresivni barveni
- provadi se jak pro barveni suchych roztérQ tak pro barveni rezt (studium bakterii v tkani)

KEY
B Crystal violet
B lodine
D Alcahol

2 safranin

Gram-positive

Gram-negative

€ Application of € Application of © Alcohol wash @) Application of

crystal violet iodine (mordantLugol (decolorization) safranin (counterstain) Karbolfuchsin
(purple dye) \

. . _ Rod
Copyright £ Tha McGraw-Hill ankes, Inc. Parmisss u_ r uction or displa | {gr-ﬂm pﬂﬁltlve,‘

Coccus
(gram-positive)

(gram-negative) #




Barveni fezli (Gram-Weigertova metoda)

pred zalévanim do parafinu tkan fixovat napr. formaldehydem

po prosyceni rez( vodou jadra slabé predbarvime kamencovym hematoxylinem
oplachovanim vodou diferencujeme tmaveé fialovou barvu do barvy modré

cytoplasmu bunék predbarvime po dobu 1-5 min zlutym, ve vodé rozpustnym eosinem
(0.5 az 1%)

preparat oplachneme vodou

barvime 5 az 10 min gencialovou violeti, na rozdil od metody barveni roztérl ZA
STUDENA

oplach vodou

5 min prosyceni Lugolovym roztokem

oplach, osusit filtracnim papirem

osuseny diferencujeme a soucasné odvodriujeme smeési anilinového oleje a 90% akoholu
v pomeéru 1:1

prevedeme do karbol-xylenu

dokonale odvodnime v karbol-xylenu

prevedeme do xylenu

montujeme do kanadského balzamu

Pri diferenciaci vzdoruji odbarveni alkoholem vSechny objekty nebo struktury s bazickou
bilkovinnou slozkou, ktera ma schopnost pevné vazat jod (jodofilni struktury). Metoda je
bézné pouzivana v bakteriologii pro rozliSeni G+ a G-. V cytologii napr. k barveni
chromozom, kde jod se vaze na bazickych bilkovinach — histonech.



Ziehl-Neelsen stain (acid fast staining)

The Ziehl-Neelsen stain, also known as the acid-fast stain, was first described by two
German doctors: the bacteriologist Franz Ziehl (1859-1926) and the pathologist Friedrich
Neelsen (1854—1898).

It is a special bacteriological stain used to identify acid-fast organisms, mainly Mycobacteria.
Mycobacterium tuberculosis is the most important of this group because it is responsible
for tuberculosis .

Acid fast organisms like Mycobacterium contain large amounts of lipid substances within
their cell walls called mycolic acids. These acids resist staining by ordinary methods such as
a Gram stain. It can also be used to stain a few other bacteria, such as Nocardia. The
reagents used are Ziehl-Neelsen carbol fuchsin, acid alcohol, and methylene blue. Acid-fast
bacilli will be bright red after staining.

Initially, Carbol Fuchsin stains every cell. When they are destained with acid-alcohol, only
non-acid-fast bacteria get destained since they do not have a thick, waxy lipid layer like
acid-fast bacteria. When counter stain is applied, non-acid-fast bacteria pick it up and
become blue when viewed under the microscope. Acid-fast bacteria retain Carbol Fuchsin
so they appear red.



Acid Fast Stain (aka Ziehl-Neelsen
X method)
xsf *;‘ __

N
-'r

Acid-Fast

- Heat + Fuchsin -
@» Acid alcohol

Acid fast stained mycobacteria



Barveni pouzder (kapsuli)

- nékteré druhy bakterii tvori za vhodnych podminek slizovité obaly kolem svych
bunék (napr. Azotobacter sp)

- jsou sloZeny z polysacharidd, silné hydratované a chrani bunku proti
nepriznivym podminkam.

- sliz. obaly se vyskytuji ve formé ostre ohrani¢enych pouzder (kapsuli) nebo se
difuzné zreduji do prostredi.

- na agarovych vrstvach rostou takové bakterie ve formeé mukdznich kolonii

- tato forma muze spontanni mutaci prechazet na formu, ktera sliz netvori

- polysacharidové obaly znesnadniuiji izolaci bakterii, nebot se na nich zachycuji
bunky jinych druhu.

- dUkaz tvorby pouzder je zaloZzen na Spatném pronikani nékterych sloucenin
slizovou vrstvou



1.metoda: Do kapky dest. vody na podloznim sklicku se pfenese malé mnozstvi
kultury Azotobactera z nahromadovaci pudy. Promicha se a suspenze se rozetie
po povrchu sklicka. Necha se uschnout volné na vzduchu. Nefixovat! Barvime

horkym karbolfuchsinem, kterym sklicko prevrstvime a opatrné zahfivame nad
plamenem do vystupu par, 1-2 minuty. Oplachneme vodou a negativné obarvime
nigrosinem, ktery se kapne do rohu sklicka a rozetie do tenké vrstvy. Rychle
osusime, napr. vysouseéem na vlasy, aby se bunky neodbarvily.

- pozorujeme pod imerzi: Cervené bunky, rizova pouzdra, Sedé pozadi

2.metoda: Pripravime preparat Azotobactera negativné obarveny Kongo-cerveni

(viz pfedchozi uloha) a bunky obarvime metylenovou modfi - preparat se
pfevrstvi na 3 minuty, potom se slije a ususi volné na vzduchu.

- pozorujeme pod imerzi: modré bunky, svétla pouzdra, modré pozadi



Obr. 47 Negativni barveni zastupct rodu Azotobacter




Barveni spor

- nékteré rody bakterii (napt. Bacillus, Clostridium) mohou vytvaret klidové formy zvané
spory (mohou vznikat pouze uvnitf bunky, oznacuji se také jako endospory).

- povrch spdr je tvoren silnym, Spatné propustnym obalem, proto jsou velice odolné vuci
plUsobeni nepriznivych vliva a toxickych [atek a také obtizné barvitelné

- v preparatech barvenych béznymi technikami zlstavaji neobarvené, vybarvi se pouze
jejich obal.

- proto se barvi po predchozim moreni nebo za tepla pomoci silnych barviv potom se
tézko odbarvuiji kyselinami (acidorezistence) i jinymi slouc¢eninami

- barviva pro barveni spér: eozin, kongo-Cerven nebo neutralni ¢erven, malachitova zelen,
safranin, karbolfuschin, metylenova modr

- kyseliny pro moreni a odbarvovani: 5% kys. chromova, 5% kys. sirova



Examples of endospore-forming bacteria include the genera:

Acetonema Dendrosporobacter Lentibacillus ‘opionispora

Actinomyces Desulfotomaculum Lysinibacillus alinibacillus

Alkalibacillus Desulfosporomusa
Ammaoniphiius Desulfosporosinus
Amphibacillus Desulfovirgula
Anaerobacter Desulfus
Anae DOIE Desulfuri
Filifactor
Filobacillus Thermobacillus
Gelria Thermoflavimi
nabulum

1 Sporotalea

asibacillus il Sporatomaculum
Clostridium acterium iscibacillus
Clostridiisalib o ophilum Planifilum

Pontibacillus




Preparat se pripravi béznym zpusobem, po uschnuti se fixuje a barvi:

1. Metoda:

- natér se prevrstvi malachitovou zeleni, nad kahanem zahreje do vystupu par a
potom za stalého prihfivani a doplniovani barviva barvi 5 min. Pak oplachnout
vodou, dobarvit kontrastnim barvivem — eozinem, kongo-Cerveni nebo
neutralni Cerveni. Znovu se oplachne a ususi na vzduchu.

- spory jsou zbarveny zelené, zbyly obsah cervené

2. Metoda:

natér morime 10 min kys. chromovou, oplachneme vodou, pokryjeme

karbolfuchsinem a zahrivame nad mirnym plamenem do vystupu par, barvivo

nesmi vyschnout.

- po zchladnuti se oplachne vodou a odbarvuje 5% kys. sirovou, pak znovu
oplachne vodou.

- odbarvené vegetativni bunky se dobarvi methylenovou modfi, preparat
oplache vodou a ususi na vzduchu

- spory jsou Cervené, zbytek bunnky modry
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Trvaly preparat

- celkové (totalni)
- natéry (roztéry), roztlakové preparaty, otisky
- rezové preparaty (prosyceni parafinem nebo celoidinem a krajeni na mikrotomech)

Uzaviraci média — s vodou misitelna a s vodou nemisitelna

Uzaviraci média s vodou misitelna — jde o objekty neobarvené, nékdy vhodné projasnéni,
ta co zUstavaji tekutd, nutno rémovat napr. du Noyerovym tmelem, lak na nehty

Média: glycerol (N = 1,4), glycerol-Zelatina, Liquido Faure (tuhne, netreba rdmovat),
Amannum lactofenol, Liquido de Swane

Uzaviraci média s vodou nemisitelna (dobra projasnovaci prostredi, k uzavirani
barevnych i barvenych preparatll, dobre tuhnou, netfeba ramovat)
Média: (kanadsky balzam, solakryl, pryskyrice dammara, fenol-alkohol)

Kanadsky balzam: plivodné pryskyrice ze severoamerické jedle, dnes priprava synteticky.

Rozpustnost v org. solventech (xylen, benzen, chloroform, terpentyn). Vysoky index lomu
N = 1,535. Dobre projasnuje. Preparaty v ném vydrzi neomezené dlouho. Pomalu tuhne,

uchovavat vodorovneé.

Dnes dalsi prostredky: mowiol (polyvinylalkohol) nebo glycerol + DABKO (Glycerol s 1, 4-
Diazobicyclo-2,2,2-octane), obé s vodou misitelné



Trvaly preparat v bakteriologii

Pokud si potfebujeme obarveny preparat bakterii uchovat jako srovnavaci a
dokladovy material, zhotovime si trvaly preparat.

Postup:

Po mikroskopické kontrole odstranime imerzni olej oplachnutim preparatu
xylenem a vysusime na vzduchu

Na natér naneseme malé mnozstvi kanadského balzamu, prikryjeme
odmasténym krycim sklem, jemné zatizime, aby balzam vyplnil cely prostor mezi
podloznim a krycim sklem. Stejnomérny tlak by mél trvat alespori 10 minut.

Preparat nechame vyschnout na temném, bezprasnem misté dva az tfi tydny.
Potom odstranime prebytek zaschlého balzamu kolem okraju kryciho skla,
preparat uchovavame v suchu a temnu.




Suché roztéry

- naneseme na sklicko a rozetreme

- po zaschnuti fixujeme chemicky (metanol, formaldehyd) nebo tepelné nad kahanem
(bakteriologie)

- barvime pomoci Gramovy metody nebo Giemsa-Romanowski

Vlhké roztéry

- spiSe pro detailni cytologické studie prvokd, strevnich, koznich parazitu,
spermatogeneze atd.

- preparaty nesméji béhem celé doby vyschnout

- barveni Heidenhainovym Zelezitym hematoxylinem, Mannovou metodou aj.

Roztlaky

- tkan se tlakem rozprostre do plochy, bunky se rozvolni a jsou dobre pozorovatelné

- hlavné v karyologii

- barveni acetobarvivy (rozpustné v kys. octové) napr. acetokarminem nebo
acetoorceinem.



Rezové preparaty

- pro studium bakterii v tkanich, pro studium histologickych a histopatologickych zmén
zplUsobenych patogennim organismem/virem

- fezy se provadéji pomoci mikrotomU — tloustka rezt 3 az 10 um

- postup: a) odbér vzorku, b) fixace, c) vypirani fixace, d) zaliti do parafinu nebo jiného
média na krajeni fezl, e) vlastni fezani f) odparafinovani

Zalévani do parafinu
- princip spociva v presyceni odvodnéného objektu parafinem zahratym na 56 az 58
C. Parafin vyplni mikroskopické prostory, mozno proto délat velmi tenké rezy.
- nevhodné pro rezani tvrdych tkani (Slach, chrupavek, kosti) a tkani, ve kterych mame
dokazovat lipidy (extrakce lipid( organickymi solventy).

Postup:

1. odvodnovani

2. prosyceni intermediem a smési intermedia (rozpoustédla s parafinem a parafinem)
3. prosycovani tkané parafinem a zaliti do Cistého parafinu.



Odvodnovani
- odvodnujeme vzestupnou alkoholovou radou

Piehled odvodnovdani (podle Vacka,

R e

alkohol blodek mensi blogcek blocek viétsi

: 3 3 g 5
nez 0,5 cm’ do L cm nez 1 cm

70% 2 hod. 2 hod. 4 hod.
B0% 2 hod. 4 hod. 6 hod.
26% 5 hod. 5 hod. 6 hod.
100% 1. hod. 2 hod. 4 hod.
100% 11. 1 hod. 2 hod. 4 hod.
180% 111y . ; 2 hod. 4 hod.

R B —— S




Prosyceni intermediem a parafinem

- odstranéni alkoholu z tkané a nahrazeni parafinem

- prosyceni latkou, ktera dobre rozpousti parafin a misi se s alkoholem

- takova latka se nazyva intermedium

- intermedia: xylen, benzen, chloroform, tetralin, metylbenzoat, cedrovy olej,
thyosalicylat, butanol

- intermedia jsou latky s nizSim bodem varu, odstranuji se odparenim v termostatu
(benzen, xylen, chloroform) nebo latky s vyssim bodem varu, které se Uplné odstranit
nedaji, ale s parafinem tvori dobre rezatelnou hmotu (methylbenzoat a dalsi).

Prosyceni parafinem a zaliti

- teplota v termostatu pri prosyceni parafinem ma byt o 2 C vyssi nez bot tani pouzitého
parafinu.

- parafin je v nadobkach |, Il, I, Cislo Il je nejCistSi parafin




Rezani tkarnovych blo¢ka
- provadime na specialnich pristrojich MIKROTOMECH
- existuji tri typy- sankovy, rotacni a zmrazovaci

Sankovy mikrotom: pro rezy parafinové, celoidinové, celodanové

Rotacni mikrotom: pouze pro parafinové rezy
Zmrazovaci: pro rezani objektd ztuhlych pfi nizké teploté

Obr. 47:

Schéma sdnkového mikrotomu: a = neapolska svorka k uchyceni Spalitku s blogkem
: alick tkem,

= mikrometricky 3roub pro nastaveni

£, e = svorka k uchyceni mikrotomovéha




Na zmrazovacim mikrotomu se rezou bud tkané nezalité nebo zalité do zelatiny, zmrazené
pomoci pevného CO2

Pouziti pro rychlou histologickou diagnostiku, na rezani tkani, které nemohou byt zality do
parafinu ani celoidinu (fidké tkané nebo dikaz lipidl) nebo pfi nékterych histochemickych
vySetrenich (napr. enzymy).

Rezéni parafinovych blo¢kd:

1.

oy Ul g Y he

pritaveni parafinového blocku na podlozku, kterou upiname do neapolské svorky
mikrotomu

nasazeni noze

upevnéni podlozky s blockem do neapolské svorky

vlastni fezani, zachycovani a snimani fezll z noze

lepeni fezll (nataZzeni ezl a nalepeni na podlozni sklo)

odparafinovani (xylen — sestupna alkoholova rada 100% - 96% - 70% - destilovana voda)



Barveni eosinaty methylénového azuru, violeti a modri podle Giemsy-Romanowského
Rozotky: metanol a barvivo (Giemsovo barvivo, komeréné dostupné)

- Cerstvy roztérovy preparat nechame na vzduchu oschnout

- suchy roztér fixujeme 3 min metanolem

- osusime filtraCnim papirem a nechame doschnout na vzduchu

- preparat umistime na sklenéné tycCinky do Petriho misky tak, aby byl roztérem
obracen ke dnu misky. Do misky nalejeme 10 mL destilované vody, do které
nakapeme 0,2 mL Giemsova barviva. Dobarvime 30 minut.

- po obarveni strickou s destilkou preparat oplachneme

- osusime filtraCnim papirem a dosusime na vzduchu. Neuzavirame do kanadského
balzamu.

Pouziti: Je nejcastéji vyuzivano v protozoologii ke znazornéni prvoku a k barveni
krevnich roztérl. Pouziva se vsak také k barveni nékterych bakterii ¢i velkych vira.



Barveni pro histologické studie v bakteriologii a virologii

1. Weigert van Giesonovo barveni

- zelezity hamatoxylin WeigertUv
- pikrofuchsin
- kyselina fosforwolframova

Material pred barvenim fixujeme vhodnou fixazi

- Tezy prosycené vodou barvime Weigertovym Zelezitym hematoxylinem
- vypirame v tekouci vodé, oplach destilkou

- morime v 5% kys. fosfowolframové

- oplach destilkou, barvime pikrofuchsinem

- oplach 80% alkoholem, prevézt do 96% alkoholu a pak 100% alkoholu
- projasnime xylenem a uzavirame do kanadského balzamu

Pouziti: pro prehledné histologické preparaty, téz v embryologii. Jadra bunék
modrocerné az hnédocerné, kolagenni vazivo tresriové Cervené, svalova tkan zlute,
erytrocyty zluté



2. Trichromatické barveni podle Malloryho

Barvivo I: 1% kysely fuchsin
Barvivo II: anilinovd modt, oranz G, kys. Stavelova, destilovana voda
Roztok Ill: = fixativ barviva I, 1% kys. fosfomolybdenanova

Material fixujeme sublimatovymi fixazemi

- v barvivu | barvime 3 min

- oplach v destilce, fixujeme v roztoku Il 3 az 5 min

- oplach v destilce, barvime v barvivu Il 2 min

- oplach v destilce, diferencujeme v 96% alkoholu

- odvodnit ve 100% alkoholu, projasnit v xylenu a uzavirat do kanadského balzamu.

Pouziti: polychromatické obarveni rezovych preparatll. Bunécna jadra cervené nebo
oranzové, jadérka oranzove nebo Zluté, vaziva, sliz a sekrety modre.



3. Oranz-eosin-toluidinova modr podle Dominiciho (sukcesivni barveni)

Barvivo I: eosin Zluty, oranz G, destilovana voda
Barvivo II: toluidinova modr 0,5%

Fixace rez nebo vlhkych roztérd sublimatovymi fix. prostfedky

- fezy nebo roztéry barvime 15 az 30 min v barvivu |

- oplach v destilce a kratce barvit v roztoku Il

- oplach v destilce, diferencovat v 96% etanolu, az modra zlstanou jen bunécnd jadra
(z preparatu se prestanou uvolnovat modré oblacky toluidinové modre)

- odvodnime 100% etanolem a prevedeme do kanadského balzamu

Pouziti: polychromatické barveni rezt a vihkych roztért. Chromatin modre, nukleoly
cervené, sekrety modre. Doporucuje se pfi studiu bunéénych jader, krevnich element(
ve tkanich na rezech a pfi studiu bakterii v rezech.

Heidenhainlyv Zelezity hematoxylin
Roztok I: 5% vodny roztok kamence Zelezito-amonného (mofidlo)
Roztok Il: 10% alkoholicky roztok hematoxylinu a dest. vody

Roztok Ill: 2% vodny roztok kamence Zelezito-amonného (diferenciacni roztok)

Pouziti: na fezech a vlhkych roztérech se zbarvi syté cerné jadra,jadérka, chromozomy,
mitochondrie, centrozom, biciky, bazalni téliska.



4. Erlichtv kysely hematoxylin

Reagenty: hematoxylin, 100% etanol, ledova kys. octova, glycerol, kamenec draselny,
dest. voda

Pred rezanim a barvenim material fixujeme libovolnou fixazi kromé fixazi s 0sO4

vodou prosycené fezy nebo roztéry barvime v pripraveném roztoku nékolik minut.
obarvené rezy umistime do kyvety, kterou nechame pomalu protékat vodu, az jadra
bunék maji syté modrou barvu

pomoci 0,1% eosinem nebo van Giesonem dobarvime cytoplasmu

rezy odvodnime a uzavieme do kanadského balzamu

Pouziti: vhodné pro barveni totalnich preparatu, rezu i roztérd. Modré zbarveni
bunécnych jader a chromatinu



5. Kamencovy karmin podle Mayera

Diferenciacni roztok: 0,5% siran hlinitodraselny

Barvivo: kys. karminova, kamenech draselny, dest. voda, kys. salicylova

Pred barvenim prosycujeme objekty (fixované sublimaty) vodou. Metoda je vhodna pro
barveni totalnich i frezovych preparata.

Rezy:

- barvnime 15 min

- odmyt ve vodée

- diferenciace v kamenci draselném az do zretelného vystoupeni jader (kontrolujeme
pod mikroskopem)

- odmyt

- odvodnit a zalit do kanadského balzamu



Barveni eosinaty methylénového azuru, violeti a modri podle Giemsy-Romanowského

Rozotky: metanol a barvivo (Giemsovo barvivo, komercné dostupné)

cerstvy roztérovy preparat nechame na vzduchu oschnout

- suchy roztér fixujeme 3 min metanolem

- osusSime filtraCnim papirem a nechame doschnout na vzduchu

- preparat umistime na sklenéné tyCinky do Petriho misky tak, aby byl roztérem
obracen ke dnu misky. Do misky nalejeme 10 mL destilované vody, do které
nakapeme 0,2 mL Giemsova barviva. Dobarvime 30 minut.

- po obarveni stfickou s destilkou preparat oplachneme

- osusSime filtraCnim papirem a dosusime na vzduchu. Neuzavirame do kanadského

balzamu.

Pouziti: Je nejc¢astéji vyuzivano v protozoologii ke zndzornéni prvokl a k barveni
krevnich roztéru. Pouziva se vsak také k barveni nékterych bakterii ¢i velkych vira.



Elektronova mikroskopie

Svételny mikroskop

A __— zdroj svétla
kondenzorova

objektivova
clona

objektiv

intermedialni

uorescencni
_ stinitko

Rozliseni 200nm

ZvétSeni ~ X2000 X 50~ X1,500,000 X 10~ 1,000,000




Elektronova mikroskopie

Pro uspésnou vizualizaci musi byt ve vzorku alespon 10° virovych
partikuli v 1 ml. Pouzité zveétseni byva 50,000 - 60,000x. Viry lze
prokazat v téchto typech vzorku:

Stolice rotaviry, adenoviry
viry skupiny Norwalk

astroviry, kaliciviry

Tekutina z puchyriu HSV
VZV

Kozni seskrab papillomaviry, orf virus,

virus molluscum contagiosum




Transmisni elektronovy mikroskop

Zdrojem zobrazujiciho vinéni je tzv. elektronova tryska. Zobrazovacim prostfedim je
vakuum, protoZe ve vzduchu by dochdzelo k pohlcovani elektront. K Upravé chodu
elektronového svazku se pouZzivaji tzv. elektromagnetické cocky, coz jsou prakticky rtizné
typy civek. Vysledny obraz nelze pozorovat primo okem, ale napft. prostrednictvim
fluorescencniho stinitka Ci obrazovky, diky nimz Ize proud dopadajicich

elektron( zviditelnit.

PUsobeni magnetického pole na tvar trajektorie leticiho elektronu lze vyuzit

k sestrojeni tzv. elektromagnetické Cocky, ktera by fungovala pfiblizné stejné jako
sklenéna cocka v pripadé svétla. Nejjednodussi elektromagnetickou ¢ockou je solenoid.
Solenoid je civka s velkym poctem zavitd, jejichZz primér je mnohem mensi nez délka
civky. Uvnitr solenoidu vznika homogenni magnetické pole a v okoli solenoidu
nehomogenni magnetické pole.

r maan.

= H'IE I
! prouduyu




TEM detekuje elektrony, které prochazeji hmotou preparatu. Jedna se o elektrony,
které projdou elektronovym obalem atomu preparatu (vychyleni z plvodni drahy, ale
neztrati energii. Odrazené TEM nedetekuje), nebo elektrony, které se srazi s elektrony v
el. obalu atom( preparatu (Ubytek energie, zména vinové délky).

elektronova
tryska

akcelerator

kondenzor 1

kondenzor2 — _ ~

clona N
kondenzoru
objektiv

clona  __ drzak vzorku ——
objektivu

selekéni

vysuvna
CCD kamera

fluorescenéni
fotograficky stinitko
film

CCD kamera




Fotografie virovych castic (transmisni EM, negativni barveni)

herpes simplex poXvirus

) ) rotavirus
adenovirus coronavirus




Skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop

Rastrovaci elektronovy mikroskop pracuje tak, ze na vzorek dopada tenky svazek
elektrond, ktery dopada postupné na vSechna mista vzorku. Odrazeny
(emitovany) paprsek se prevadi na viditelny obraz.

Detekuji se odrazené elektrony (studium povrchu, reliéfu), primarni elektrony
(proslé vzorkem), sekundarni elektrony (vyrazené ze vzorku, pouzivaji se k
analyze prvkového slozeni), nékdy RTG fotony

Ocriend adekirony

.‘_::I.!H'I] ndami elekirany




Microscopic
glass slide

Hlavni nevyhoda spociva v nizke citlivosti
detekce, nakladnosti. Nutna znac¢na
zkusenost s rozliSenim virovych €astic od
jinych Casti bunék Ci artefaktu.



Imunoelektronova mikroskopie

Na protilatky navazany castecCky
koloidniho zlata; mozno soucasna
detekce vice patogenu — pouziji se
kulicky razné velikosti.

Imunoelektronova mikroskopie
vykazuje mnohem vyssi citlivost v
porovnani s klasickou elektronovou
mikroskopii; v diagnostice se vsak
obvykle nepouziva.




