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Abstract

This bachelor thesis is focused on the negatiatisg method used in making
diagnosis of viruses and bacteria in the transomssiectrom microscope (TEM).

Theoretical part provides general description BMI negative staining method and
basic characteristics of viruses used in this ptoje

Detailed description of procedure designed forpieparation of specimens is the key
part of this project. After their display in TEMhd testis analyses the quality of virus
images and comparison of effects of the most comsta@ning agents, pH, trehalose and
different times of staining on displaying the udtraicture of biological specimens and on
the size of individual viral particles. The condhrs of project contains staining agents
providing the best imaging of objects that havenbselected based on the evaluated
results and recommendations for potential enhangemwiestaining properties in other

agents.



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem svoji bakés&ou praci na téma ,Metoda negativniho kontrastu
pro diagnostiku vik a bakterii v transmisnim elektronovém mikroskopypracovala
samostatéi pouze s pouzitim praména literatury uvedenych v seznamu citované

literatury.
ProhlaSuji, ze v souladu s 8 47b zakoridl1/1998 sb. v platném &m souhlasim se
zverejrénim své bakal&ké prace, a to v nezkracené padddravotrg socialni fakultou

elektronickou cestou ve kgné pristupnécasti databaze STAG provozované disskou

univerzitou vCeskych Budjovicich na jejich internetovych strankéach.

V Ceskych Budjovicich .......c..ccocveevivieireiienne.

Podpis studenta



Podékovani

Réada bych patkovala RNDr. Marii Vancové, Ph.D. za ochotu véstunbakal&skou
praci, trglivost a cenné rady ip jejim zpracovani. Také za pomoc s obsluhou
transmisniho elektronového mikroskopu, bez kterétdig prace nemohla vzniknout.
Podtkovani pati i kolektivu laboratte elektronové mikroskopie za praktické rady p

piipraw preparat.



U@ ] PP PPPPPRUPPITN 7
1. SOUCASNY STAV ...ttt ememeae et e et seeteete e teneeae e 8
1.1. Historie elektronove MIKroSKOPIE ............commmeeereremimiiiiiiiniiiiinieieenennnenenn. 8
1.2. Transmisni elektronovy mMiKroSKOP ..........cieeeeiriieiiiiiiiiieiieee e 9.
2 I o [ 0T = [T o 1 10
1.2.2.  OSWHOVACT SOUSTAVA.....cciiieiiiiiiiiiiiiiit e e e e 10.
1.2.3. Z0Dbrazovaci SOUSTAVA.........ccceiiiiiiiiiiiiiieee et 10
1.2.4. TVOIDA ODIAZU .cceeiiiiiiiiieieeeee e 11
1.2.5. Po0zorovani a z&znam ODIrazZu ............ccooemmeeeeeeiiiiiiiiieeeee e 11
1.2.6. VaKUOVY SYSEEIM .. ..iiiiiiiiiiiieie et e e st e e e e e e e e s e 12
1.3. Elektronova mikroskopie ve virologické diagnostice..........ccccccoeeviiinivieennnen. 12
1.3.1. VyuZiti a vyhody elektronové mikroSKopie .....cccccvveeeeeeeeiiniiiiiiiiieieeeennn, 13
1.3.2. Nevyhody elektronové mikroskopie ...........cccceueeiiiiieiniiiiiiiiiiiiie e 13
1.3.3. Budoucnost elektronové mikroskopie. ... eeeeeeeeeiiiiiiiieeieeeeeeeeenes 14
1.4. Metoda negativNino KONFAStU ............... o eeveeieeeeeeeeeeseiiiiiieeeeeee e e e e e 14
1.4.1. POdIOZNi FOIE ..ccooiiieeeeeee e 15
1.4.1.1. Formvarove a butvarové bIANY .............oocceeeeiiiiiieieei e 16
1.4.1.2. UhIIKOVE DIANY.......ccoiiiiiiiiiiiiiice e 7.1
1.4.2. KontraStniCiNIAla..........ceeeiieeiiiiiiiiiiieiee e e 18
1.4.2.1. Negativni KONrast S UA ........oouviiiiiieimm s e ee e eeeeeaeeeaeeeeeaaeaaaaanaaeeens 18
1.4.2.2. Negativni Kontrast S PTA.......cooiiiiii e 19
1.4.2.3. Negativni KONtrast S AM......ccooiiiiiiiii i 19
(R TYJoEUPSUPRPPRRPTPPPRR 20
1.5.1. KIliStova encefalitida..........cccceeriiiiiiiiimmm e 21
1.5.2. Tabakova MOzaika .............ceeeiiiiiiiiiicmmmmn et 22
2. CILPRACE AHYPOTEZY ...oooieeeeeeteteeeee ettt 23



3.

© 0o N o 0 bk

P2 T O | I o] - Vo = SRS 23

2.2, HYPOIEZY ...ttt e e et e e e e sennr e e e e e e 23
METODIKA ...ttt ettt e e e e bbb e e e ennee e snnaee s 24
N 13 I < TSSO S RSP TTP 24
3.2. Potazeni sék formvarovou BIAN0OU ..............ooviiviit e 25
3.3. Pouhlikovani sék s formvarovou bIAnou.................evevicceeiiiiiieiee e 26

3.4. Priprava kontrastnictinidel pro metodu negativniho kontrastu................26

3.4.1. Priprava roztoku 2 % vodného roztoku uranyl aceté)(...................... 26
3.4.2. Priprava 2 % vodného roztoku kyseliny fosfowolframd@R&A) .............. 27
3.4.3. Priprava kontrastnich roztékmolybdenatu amonného (AM) .................... 27

3.5, PHIPrava PreParalU .........c.ceeuviuiiieeeeesmmmmmm e eeeeeeeeeeseeseeeeeseeeseseeeeeeeeeeeeeeaaneees 28

TN TR I = RS 29

K R |V 1< =T oLV 1 PRSP 29
(VA 25T 1 = 0] 2T 30
DISKUZE ...ttt ettt e e e et ea e e e st e e e e s ensteeeennnneesensbeeeaeaas 47
4\ A 21 = ST 49
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...oooviivieieeeees st eteea e en st seenn s 50
KLECOVA SLOVA ..ottt et ee e 56
PRILOHY ..ttt emems sttt 57



UvoD

Cloveék byl odjakziva fascinovan mikrostem a proto se snazil vynalézt nastroje a
pristroje, které by ho mohly k tomuto&u co nejvice fiblizit. Jako prvni byl vynalezen
swtelny mikroskop, ktery dokazal zobrazit strukturyelikosti desitekum. Clovek viak
Sel jeS dal a diky jeho touzeriplizit se atonim, dal vznik transmisnimu elektronovému
mikroskopu (TEM).

A praw i z téchto divoda jsem si j& zvolila toto téma. Odméa me zajimaly ¥ci a
struktury, které nejsou vétl pouhym okem, a kdyz jsem poprveé uslySela o edekivém
mikroskopu, chila jsem si ho alespojednou vyzkouSet. Proto prvni napad k tématu
bakal&ské prace se tykal elektronové mikroskopie.

Abychom mohli objekty v mikroskopu pozorovat, musimvyuzit fiznych
zobrazovacich technik, které nam toto umozni. Jednoich je i metoda negativniho
kontrastu, kterou se ve své praci zabyvam. Tat@mdaefe pro svou jednoduchost velice
roz8tena a je povazovana za jednu ze zakladnich met&tt@hové mikroskopie.

Ale i pres jednoduchost provedenietnost pouziti této metody neni st dnesni
dobke presré znam vliv jednotlivych podminek na vysledny vzhidgeki.

Proto je cilem této bakakké prace fdprava virovych preparéts pouzitim #iznych
druhi kontrastnich¢inidel pri rizném ¢ase kontrastovani. Dalefiprava vzorku fi
razném pH a koncentraci vybraného kontrastnéhodla a nasledné sledovani vlivu
jednotlivych metod na vysledny vzhled objekt TEM.

Vyhodnoceni vysledk by mohlo pomoci v klinické praxi u diagnostiky wira
bakterii, @i rozhodovani o vhodném kontrastniginidle a mohlo by fspst
k presrgjSimu zobrazeni a rychlejSimu vyhodnoceni pozorgefarobjekti. Zawry této
prace by mohly byt vyuzity i u identifikace novyeira a k jas®jSimu zobrazeni jejich

morfologickych struktur a lepSimudeni zkoumanych virovych partikuli.



1. SOUCASNY STAV

1.1. Historie elektronové mikroskopie

Prvni mySlenku pro konstrukci moderniho optickéhuvkroskopu vyslovil E. Abbe,
ktery koncem 19. stoleti pomoci vlastnich experitegjistil, Ze schopnost zobrazeni
detailu objektu je omezené vinovou délkodtky pouzitého u optického mikroskopu jen
na rekolik um. Z Abbého zaru tedy vplyvalo, Ze pokud mé&iptroj dosdhnoutdtSich
zwétSeni, je nutné pouzit Eni s mnohem kratSi vinovou délkou, nez mé vidéedwtlo.
Na tuto myslenku navazal A. Kdhler, ktery roku 188®&inul mikroskop vyuZzivajici pro
zobrazeni objektu UV sto. Tato vinova délka si s sebou ale stale nesléuomezeni
(15, 21, 25).

DalSi krok, ktery znamenalfiplizeni se k objevu elektronového mikroskopdtinii
roku 1858 J. Plucker, ktery objevil paprsky vyléag katody. O deset let pagibylo
zjiSténo, Ze maji negativni ndboj a lze je odchylit maigkgm i elektrickym polem (21,
35).

Jeden ze zé&kladnich kantgpro sestrojeni elektronového mikroskopu v3ak pblaz
roku 1897 J.J. Thomson, ktery se postaral o objektrenu. DalSi vyznamny krok
vedouci k praktickému vyuziti elektrondinil L. de Broglie roku 1927. Publikoval, ze
rychle letici castice maji nejen korpuskularni, ale i vinovy ck&eg jako napiklad
viditelné sétlo. V témze roce objevil H. Bush, Ze romd magnetické polegzobi na
svazek elektroi jako magnetick&ocka, gicemz ohniskova vzdalenost tétocky se
meni podle intenzity magnetického pole. Na tyto tearavazal tym vedeny M. Knollem
a E. Ruskou. Protoze prawelektrony maji vinovou délku o mnoh@di mensi nez
viditelné sw¥tlo, umoziuje tato vlastnost zobrazentadech gkolika nm. Roku 1931 byl
timto tymem zkonstruovan prvni elektronovy mikrgskoa ktery byla roku 1986 sléna
E. Ruskovi Nobelova cena. Az roku 1939 vyrobilantir Siemens a Halske prvni

komekni elektronovy mikroskop (17, 18, 25, 35).



1.2. Transmisni elektronovy mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) je slozigelnické z&zeni, diky kterému
jsme schopni zobrazit ultrastrukturu uvnibaterialu v nifitku od rékolika jednotek az
desetin nm (18, 25).

Predpokladem velkého rozliSeni elektronového mikrpskoje pouZiti svazku
elektrori. Elektrony jsou urychleny vysokym n&pn, které se obvykle pohybuje okolo
60 — 100 kV. Srostoucim urychlovacim sim se zkracuje vinova délka elektfoa
dochazi tak k snizovani mezniho rozliSeni mikroskopeoreticka hranice rozliSeni
elektronového mikroskopu se uvadi 0,12 az 0,17 Vipraxi pro studium biologickych
materiah se vSak ¥tSinou dosahuje rozliseni kolem 2 nm (7, 17, 18, 25).

TEM se sklada ze svislého tubusu, kde se nacHékir@nova tryska, akcelerator
elektroni, magnetické cocky oswtlovaci a zobrazovaci soustavy, fotografickd a
pozorovaci komora. Dale z vakuového systému, kterpa prostor tubusu na hodnotu
vakua 10’ aZz 10° Pa. Nejvy3siho vakua jéeba okolo elektronové trysky a v prostoru
vzorku, ktery se vklada doprést tubusu. Vakuovy systém je undfstv zakladni skni
spolu sridici elektronikou. Napajeci 8k a vysokonagrovy zdroj jsou umisny
odctlere (19, 25).

Principem TEM je vytvEeni urychleného a usmméného proudu elektrdn ktery
uniké z jejich zdroje (katody). Proud elektioje veden vakuem a prochazi preparatem,
ktery musi byt tenky maximain0,1 um. Fi prachodu elektrofi dochazi k interakcim
elektromi s atomy a molekulami t¥icimi hmotu vzorku. Tyto elektrony jsou usmeny
pomoci magnetickycbocek a vytvdeji ,stinovy obraz* mikroskopovaného vzorku, ktery
se zobrazi neéastji na fluorescetnim stinitku, monitoru pdtace, nebo pomoci
fotografické desky (7, 17, 23, 25).



1.2.1. Zdroj elektrom

Zdrojem elektrofi v TEM je nefastji katoda vyrobena z wolframového dratku, ktery
ma tvar pismene V. Diky tomuto tvaru dochazi v énédtybu k poruSeni ultrastruktury
dratku a to ma za nasledek sngdnuvohovani elektron (7, 19, 25).

Vladkno katody je sousd’ovano do otvoru Wehneltova valce. Diky jeho zapomé
napsti je okolo hrotu katody vytwen mrak elektroin Pouze ty elektrony, které maji
spravny snir, pronikaji dale k anag ktera elektrony fitahuje a dava jim dostateé

zrychleni patebné na pilet tubusem mikroskopu (25).

1.2.2. Oswtlovaci soustava

Urychlené elektrony, produkované elektronovou Koys vstupuji do magnetického
pole kondenzorovychiocek, které maji za ukolipnést elektronovy paprsek na preparat.
ohniskové vzdalenosti je mozné&mit velikost obrazu. Druh&ocka tento obraz zadsije
do roviny preparatu (25).

1.2.3. Zobrazovaci soustava

Kli¢ovou sodasti TEM je také objektivovéocka, ktera spolu s drzakem preparatu,
mezicockami, projektivy a pozorovacim stinitkem ivo zobrazovaci soustavu
mikroskopu.

Objektivova ¢ocka je schopna nejtSiho z¥tSeni a ma také nejkratSi ohniskovou
vzdalenost. Na jeji kvalitzavisi rozliSovaci schopnost a tedy i rozsah mstrmouziti
mikroskopu (19, 25).
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1.2.4. Tvorba obrazu

Vzorek je v TEM oz#ovan elektrony, které se mohou od jeho povrchu zidreebo
vzorkem proniknou. # praniku elektrori vzorkem dochazi k interakcim mezi elektrony
a atomy vzorku. Dikyémto vzajemnym fisobenim dochazi k pruznému a nepruznému
rozptylu.

Pri pruzném rozptylu dochazi jen k zanedbatelné angmkinetické energie mezi
elektrony a jadry atomvzorku a elektron je vychylen ze své drahy podtym uhlem.
Cast elektron s dostaténé velkym vychylenim je zachycena objektivovou clorsoma
stinitku se nezobrazi. \idledku toho se #mi intenzita elektronového svazku a vznika
amplitudovy kontrast obrazu (7, 19, 25).

Pfi nepruzném rozptylu primarni elektrony interagaijélektronovym obalem at@m
vzorku a ztraceji fitom urité mnozZstvi energie.rPtéto srazce vsak nedojde k vychyleni
elektronu z pvodni drahy. Zmina energie a rychlosti ma vliv na &nu jejich vinové
délky, a proto po pichodu do zobrazovaciho systému maji vliv na ostobsazu (18,
24).

1.2.5. Pozorovani a zaznam obrazu

Pro zdznam obrazu je pouzivano CCD kamer, nebgrafického zadznamu.i€sto,
Ze je snimani obrazu fotografickou cestou postugytlatovdno CCD kamerami, je i
nadale pouzivano, protoze dosahuje vysSi rozliSaawpnosti. V TEM je fotograficka
komora umisina pod stinitkem, ve které je uloZzena zasoba fafioggych filma,
uloZzenych do specialnich zasohhni& pouzder. Pro zaznam obrazu musi byt pouZzity
specialni fotografické materialy, které maji citlst upravenou pro vinové délky
urychlenych elektraln (22, 25). CCD kamera se unuge v elektronovém mikroskopu
misto zasobnikna filmy (25).
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1.2.6. Vakuovy systém

Vnitini prostor TEM, ve kterém se pohybuji elektrony,simbyt evakuovany, aby
nedochazelo k nahodnym srazkam urychlenych prirdrrélektrod s molekulami
vzduchu. Tyto srazky by &y za nasledek zsmu energie elektran ale i vychyleni
elektronu ze s®ru pohybu. Sotésti mikroskopu proto musi byt dostat& vykonné
vyvévy, diky nim? je dosaZeno vakua o velikosti*110° Pa. K greterpavani vzduchu je
nejprve pouZzita rotai vywéva, po niz nasleduje kotrgé gecerpani vyévou diflzni,
kterd dosahne pozadovanych hodnot vakua. Jehotkwéiduje gkolik mérek a cely

procesterpani vzduchu jéizen automaticky (18, 19, 25).
1.3. Elektronova mikroskopie ve virologické diagnostice

Muzeme |épe porozugh piirodé, objektim, které ji tvdi, jestlize je sami fizeme
spatit. Dokud nespdme virus zgsobujici utité onemocani, neniizeme si byt nikdy
jisti, zda je pra¥ on pivodcem nékazy. Teprve obraz poskytuje potvrzeistaty (3).

Rozvoj elektronové mikroskopiefipesl fasu dilezitych poznatk. Ziskali jsme
informace o velikosti a morfologii virovych partiku To vedlo k rychlé identifikaci
infekénich agens a diky tomu k vyttemi klasifikace vil, ktera byla zaloZena na
kombinaci morfologickych a genomovych struktur. Etenova mikroskopie se podilela
na objeveni nap viru hepatitidy B, C, pravych neStovic¢kterych herpes vir a viru
zpasobujiciho SARS (1, 6, 13).

Pozdji, diky uvedeni techniky negativniho barveni¢aa byt vyuzivano elektronove
mikroskopie i v rutinni diagnostice, niddad pro ugovani mivodal prajmovych

onemockni (1).
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1.3.1. Vyuziti a vyhody elektronové mikroskopie

Ackoli elektronovad mikroskopie neni v diagnosticeovigch infekci vzdy metodou
volby, je os¥dcena jako rychla a jednoducha metoda pro wg&étklinickych vzork a
piimé zobrazeni virovychaste€ek (1, 13). Elektronova mikroskopie nam dava mo#nos
odhalit inaktivované viry a viry pokryté protilatké, jeZ mohou unikat sérologické
diagnostice, nebo viry, jejichz dani Bznymi metodami selhava. Zachycuje i viry,
které jsou obtiza kultivovatelné, nebo nekultivovatelné. Jasrikak virové aktivity Ize
sice dokazat pomoci kombinace&kalika vySetovacich metod, fijpadre spolupraci
nekolika laboratai, elektronova mikroskopie je vSak schopna tatoettgéi nahradit a
centralizovat. Elektronova mikroskopie ma také geiost rozlisit viry s podobnou, nebo
identickou morfologii, které maji rozdilné vlasttipa tak gesré urcit hledany virus (3,
31). Metoda elektronové mikroskopidimasi vysledky i skolik dni pled tim, nez je
mozné pouzit k diagnostice jinych metod. VhodnéryaZziti elektronové mikroskopie
v akutnich epidemiologickych, nebo klinickych sitich, kdy velmi rychla a jesna
diagnostika uséit cas i identifikaci nejen virovych infekci, ale i bakigrmykoplazmat
a hub. Elektronova mikroskopie je vhodna i pro wifeialni diagnostiku dkterych
nadon (1, 13, 27, 31).

Pro vySeteni mohou byt pouZity vzorkyfimo z mista poSkozeni, biopsie po
pomnozeni agens, nebo i vzorky z okolniho geabktcéi z nejiizn€jSiho klinického
materialu (13, 27).

1.3.2. Nevyhody elektronové mikroskopie
Nevyhody elektronové mikroskopie nejsou zanedbatePati mezi € zejména
slozitd obsluha elektronového mikroskopu, kterdadye speciakvyskoleny personal,
vysoka pdizovaci cena a drahy provozigiroje. Nemaly problémipdstavuje i slozita
adrzba a pdeba velkého prostoru pro ungisi mikroskopu. Elektronovy mikroskop také
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neni vhodny pro vSechny typy wim nehodi se pro screeningtdiho mnozstvi vzork
Z téchto divodi neni mozné zadit elektronovou mikroskopii do rutinniho provozu
bézné laboratte (1, 2, 3).

1.3.3. Budoucnost elektronové mikroskopie

V dnesni dob jsou stale objevovany nové druhyiva predpoklada se, Ze dalSi budou
jeS€ objeveny. A pra¥ pro rozpoznavanithto viri neni zatim znama jina vyhogsi,
rychld a pesna diagnosticka metoda. Diagnostiku pomoci @ektrého mikroskopu je
stédle mozné zdokonalovat rfagkombinaci s jinymi metodami (PCR, imunoZeai) a
urychlovat, nap pomoci novych rychlejSich metodigravy vzorku. Proto bude mit
elektronova mikroskopie staldiléZitou Ulohu v charakteristice mikroorganisif3, 5, 6,
32).

1.4. Metoda negativniho kontrastu

Biologické struktury jsou diky své nizké struktummistot jen slak ovliviovany
elektrony. Z tohoto ivodu se v elektronovém mikroskopu jevi jako malatkastni, bez
strukturnich detaill. Jednou z mozZnosti, jak docilit dostake velkého kontrastu a
umoznit tak jejich vizualizaci, je negativni nebozpivni kontrast vytvéeny pomoci
ionta téZkych kow (8, 13, 25).

Negativni kontrast je jednoducha a rychla metotipravy prepardt pro TEM. Je
vhodna pro pozorovani malyc¢aste&ek v suspenzi, jejichz velikost je menSi nez tfaas
ultratenkych fezi. Mohou to byt #zné biologické makromolekuly, napproteiny,
lipoproteiny, polysacharidy nebo nukleoproteinovémiplexy. Dale také izolované
buré¢né organely, nap mitochondrie a membranové systémy. Tuto metodwiazit i
pro \EtSi a silrjSi objekty jako jsou bakterie (13, 25).
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Principem metody negativniho kontrastu je zalitiovych partikuli do amorfniho
elektrodensniho barviva, které obsahugjky kov. Negativni barvivo obklogiastice ve
vzorku a vytvéi temné pozadi, vémz se jednotlivé partikule, diky nizSi schopnosti
rozptylovat elektrony, jevi jako &ifé v tmavém poli (6, 8, 25, 31).

V nejjednodussSim provedeni se kapka,inapové suspenze, smicha s barvivem a
smés se nanesefimo na siku s podpgrnou blanou. Nadbytek tekutiny je odstan
pomoci filtratniho papiru (4, 25).

Podobnou metodou fipravy vzorku je poloZzeni &y prfimo na kapku virové
suspenze a poté na kapku kontrastnflmdla. Ri pirenaSeni sky z jedné kapky na
druhou je nutné osusit preparat pomoci fitido papiru (14).

DalSim zmsobem je vyuziti tzv. sprejovaci techniky. Tato odet nam zajisti
rovnomérné pokryti siky virovymi ¢asticemi. Provedeni této metody je vSak skt
(20).

Pro dobré vysledky vySeni je nutn&istota a vysoka koncentrace vzorku. U bakterii
je pozadovano, aby byla suspenze zakalena. U vsaospenze se udava jako optimalni
koncentrace 10— 102 ¢astic v 1 ml. Proteinové roztoky by obsahovat 0,1 — 0,2
mg/ml, lipidové roztoky 0,1 — 0,5 mg/ml a kwné suspenze 0,5 — 1,0 mg/ml. Material
by meél byt stabilizovany 5 — 10 mM solnym roztokem, nghdgrem. Nenil by obsahovat
sacharoOzu, kterd interferuje s kontrastnimidly (2, 8, 25).

1.4.1. Podlozni félie

Podlozni folie se v elektronové mikroskopii vyudiiviako podjrné substraty pro
zakryti otvofi v sitkdch. Jsou vyuzivany jako podklad pro malé vzorlsuspenze wvir.
Pti jejich negitomnosti bycast&éky pouze propadly otvory a jejich pozorovani bydoyl
nemozné. Blany by &ty byt velice tenké. Jestlize je tlalk& blan pilis velkd, zabrauje
praniku elektronového paprsku a avabdu velkého rozptylu elektréndochazi ke snizeni

kontrastu vzorku. Proto by podlozZni félie¢iyn poskytovat dostateou pevnost i §
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velice malé tloufce. Nefastji vyuZivanymi jsou formvaroveé, butvarové nelisté
uhlikové félie. Uhlik jecasto pouzivan i jako pomocny stabilizator blan goych

z prvnich dvou materidl Povrch formvarové blany se pémé rychle stava
hydrofébnim, coZ zabtaje rovnomérnému naneseni vzorku a sniZuje jeho kontrast.
Z tohoto divodu jsou tyto blany napavany tenkou vrstvou uhliku, kterd na jejich
povrchu vytvédi hydrofilnivrstvu (8, 25).

K napa&ovani uhliku dochazi v nafmvaci aparafte. Do ni se umisti uhlikové nebo
grafitové tye, z nichZz jedna ma zlzeny konec. Konce obou elelde o sebe dpu a i
prachodu elektrického proudu v mistizeni dojde k zvySeni odporu atstedku toho k
zvySeni teploty na hodnotufipkteré se z daného mistacma vypdovat uhlik. Cela
procedura se provadi podgrpani prostoru napavacky difazni vywvou, tedy ve vakuu,
aby nedochéazelo k beni (25, 29).

DalSi moZnosti, jak na povrchu blan wtitchydrofilni vrstvu, je doutnhavy vybo;.
Jeho principem je ionizace aténa molekul, ke které dochazi meziédva kovovymi
elektrodami ve vakuu. lonty indukuji naboj na pdwrcblan a vytve tak hydrofébni
nebo hydroflini vrstvu. Hydrofilitu nebo hydrofohipovrchu ovliviuje sloZeni prosedi,
ve kterém k doutnavému vyboji dochazi. Po provedknitnavého vyboje by seéig
sitky pouzit co nejtive, aby nedoSlo k nezadoucim kontaminacim z okolmirostedi
(12).

1.4.1.1.Formvarové a butvarové blany

Polyvinyl formaldehyd (formvar) je nejvice vyuziwanpro tvorbu tenkych
podpirnych blan. Jejich tlowka se pohybuje okolo 20 — 40 nm a jEnm Un¥rna
koncentraci tohoto roztoku. Oviivje ji ale i rychlost vytazeni skléné tye z roztoku a
doba, po kterou je skko v roztoku ponechano (25, 26). Formvarova bl@nstabilni pi
oz&eni elektronovym paprskem a neinteraguje s elekirdrormvar se fipravuje

smichanim 0,125 g formvarového prasku a 50 ml ettdjthloridu v zasobni lahvi. Poté
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se lahev uzae, roztok promicha a necha stét pokojové teplat. S delSim pouzivanim
roztoku formvaru vznika na blanach vice nedokoriabgejich kvalita se sniZuje. Roztok
formvaru neni vhodny k dlouhodobému skladovani,ondit od jiz vytvdenych
formvarovych blan. Blany je mozné uchovavat v Petnmisce nebo uzéné nadob i
nékolik meésiai. Scasem se vSak zvySuje jejich hydrofobitafi Ananipulaci

s formvarovym roztokem je nutné zabranit vdechoedhylendichloridu a jeho kontaktu
s kiiZi (8).

Polymer butvar (polyvinyl butyraldehyd) je dalSimpomocnych materiél a je
pouzivany podobnym #gobem jako formvar. Je dokonce vice rezistentni
k elektronovému paprsku nez formvar.tkyi pokryté butvarovou blanou tkheme
skladovat az de{t mesiai (8, 30).

NejcastjSi metoda pro vyrobuwthto blan je splavenim ze sita na vodni hladinu.
Jako skleanou podlozku je mozno pouzit podlozni k& nebo sklegnou ty. Na tomto
nebo butvarem. Pokud neni skinA desttka dostat&né cista, neniZze se blana
dostaténé rychle oddlit od skla, néistoty jsou peneseny na blanu a vytefi paietné

nedokonalosti viditeIné pod elektronovym paprskdaMI(8, 25).

1.4.1.2.Uhlikové blany

Podpirné blany vytvéené pouze uhlikovou vrstvou se vyuZivaji hiatam, kde by
negistoty na polyvinyl formaldehydovych blanach mohlgit vySeteni a znehodnocovat
vysledek. Svou strukturou neruSi pozorovani ainingjvétSich zwtSenich. Uhlikové
blany maji vysokou teplotni stabilitu, vysokou wmbt a neinteraguji s elektrony. Lze je
pouzit jako podlozni blanu prdané izolovan&astice, ale i pod cel@zy. Sfky s €mito
podloznimi blanami je vhodné umistit do ugawe nadoby, aby se chranilied prachem

nebo do exsikatoru, kde né#e dojit ani k jejich navihnuti. Podlozni folienatné pouzit
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co nejrychleji. Uhlikové blany jsou velicadhké. Aby nedoSlo k jejich poskozeni, je
duleZita velice citlivd manipulace. Nejsou vhodné pyoobu ve ¥tSim mnoZstvi (8, 16).
Uhlikové blany je moznéiravit v tlougkach 3 — 5 nm. #pravuji se nap@vanim
uhliku na slidu v nagavaci aparatite. Vrstvicka nanesena na stide splavi podokin
jako u formvarovych blan na vodni hladinu. Preippavu zvla& homogenniho
uhlikového filmu se vyuZiva tzv. nd#mé nap#ovani. Vypdené ¢astice uhliku jsou
odrédZzeny z povrchu mikroskopického podlozniho shkisstaveného v &itém dhlu
k elektroddm a dopadaji ngerstw odsStipnuty kousek slidy, zastiry pred gimym
dopadem (25).

1.4.2. Kontrastnicinidla

Ke zvySeni kontrastu u biologickych struktur jetmé& vyuZit roztoky, které maji
schopnost vice rozptylovat primarni elektrony asnvjak kontrast struktur, na které se
absorbovaly. Barvivo ffitom pronikne do povrchovych nerovnosti virovychtiali a
umozni tak zobrazeni strukturalnich deéta¥ do velikosti 2 nm. Impregnacsrtito ionty
nasledg chrani vzorek i proti strukturalnim deformacim,agpbenym elektronovym
zaenim (8, 13, 25, 31). Kontrastinidlo by neélo byt dolie rozpustné, vysoce
elektrondensni, stal&ippz&eni elektrony a neéio by reagovat se vzorkem. V literétu
se uvadi, Ze vyznamny vliv na vysledny kontrastlaré rozliSeni detailma i pHcinidla.
Nejvice vyuzivanymi kontrastninginidly jsou vodny roztok uranyl acetatu (UA), vodny
roztok kyseliny fosfowolframové (PTA), nebo molylbdéu amnonného (AM) (6, 8, 13,
25, 26).

1.4.2.1.Negativni kontrast s UA

Nejcasgji se kontrastnihoc¢inidla UA vyuzivd pro znazosmi makromolekul a

glykoproteiri ptitomnych na obalech vir Vyuziva se v 1 — 2 % koncentradi pH mezi
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2,0 a 4,5. UA vytvA vétSi kontrast nez AM a PTA, ma fixai (¢inky a je vhodny i pro
kontrastovani ultratenkychfezi pryskyice a roztatych kryi@z2i. Nevyhodou pro
pozorovani je jeho velka zrnitost (8, 13, 25, 26).

Roztok UA pati do kategorie nestalych rozinkSkladujeme ho v tmavych lahvich.
Pri skladovani roztoku UA 1ize dochazet k tvotbnerozpustnych krystalhydroxidu
uranylu. Proto je vhodné hésie pied pouzitim pipravit cerstvy nebo fefiltrovat, aby
nedochazelo kienosu krystd na povrch skk se vzorkem. Jestlize je roztok zakaleny,
neni jiz vhodny pro dalSi pouziti. Roztok UA obsghtoxicky €Zky kov. Odpady by
mely byt likvidovany podle zakladnich pokgrk likvidaci nebezpéného odpadu (8, 16).

1.4.2.2.Negativni kontrast s PTA

Negativniho kontrastu vyt¥eného pomoci PTA je obvykle vyuZivano pro mnoho
typa vzorka. Vychozi koncentrace vodného roztoku byva kolem @¥pH 6,0 — 7,0.
Roztok je mozné diky své velké stalosti dlouhadekladovat v lednici. PTA pokryva
cely povrch sledovanych partikuli ve vzorku a doy®@lnam pozorovat napvirové
kapsidy a bakterialni pili nebo diky. Tam kde doch&zi k interakcim mezi proudem
elektromm a molekulami vzorku, f¥eme vidt jemrg granularni struktury. PTA
obklopuje virové partikule a vytvtak okolo nichterné pozadi (8, 13, 25, 26).

Vodny roztok PTA vSak obsahuje iontgzkych kowi, které jsou toxicke. iP
manipulaci s nimi by neéo dochazet k vdechovani jejich vypaa vSechny odpady by
mely byt likvidovany podle zakladnich pokgrpro likvidaci nebezpaého odpadu (8).

1.4.2.3.Negativni kontrast s AM
AM je kontrastnicinidlo, které se neépstji vyuziva pro kontrastovani roztatych

kryorezi. Vzorky kontrastované AM mohou mit neutralni pHMAytvéri na povrchu

pozorované zmrazené tkanebo biiky jemnou zrnitou strukturu (8, 26).
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Jako u jinych kontrastniclinidel obsahuje roztok AM¢Eky kov, ktery spada do
skupiny nebezpmych toxickych prvk (8).

1.5. Viry

Viry jsou nejmensi dosud zndmé patogenni mikrodsgay, které lze pozorovat
pouze v elektronovém mikroskopu. Skladaji se zemd kyseliny (DNA, nebo RNA),
obalené bilkovinnymi molekulami, které se nazyvigipsomery. Soubor kapsomer
charakteristicky usg@danych nazyvame kapsida. Nukleové kyselinyitwokapsidou
nukleokapsid, na kterém tbe byt u ¥tSiny vira jeS€ dalSi obalova vrstva, tvena
bilkovinami, enzymy, cukry a tuky, které se v ongamu chovaji jako antigeny (28, 34).

Od sebe se viry navzajem odliSujituspbem replikace v hostitelskych itkach
(jednaetézcové nebo dvdetzcové DNA nebo RNA viry), tvarem a rozdilnymi druhy
hostitefi. Také velikost viit je variabilni. Malé viry nsfi priblizné 10 — 50 nm (nap
virus cétské obrny, virus slintavky), igdni viry 50 — 100 nm (n&pvirus chipky) a velké
viry 150 — 300 nm (napvirus nestovic) (9, 28, 34).

Od ostatnich organisinse viry svymi vlastnostmi velice liSi. Nejsou angaovany
jako buiky, ale jako ¢astice. Lze je tedy povaZzovat za organismy po&n ¢i
neburé¢né. Nerostou na klasickych kultégich pidach, ale daji seé¢ptovat pouze na
Zivych buikach. Nejsou citlivé nadina antibiotika, ale na specialni antivirotika. yée
nemnozi dlenim, ale syntézou svych slozek a v této syntéae pavislé na ribosomech
hostitelské biky. Jeji energii vyuzivaji pro sy metabolismus. Po vstupu do hostitelské
bunky virus ztraci suj obal a uvohuje virovou nukleovou kyselinu. Virové getiidi a
meni aktivitu hostitelské hiky, ktera vytvdi nové virovecastice. Ty se sestavuji vime
do novych virovych partikuli, viriol Viriony se pak z hostitelské tky uvoliuji a
napadaji dalSi hiky. Jako jini mikrobi jsou viry schopné spatiStimunitni reakci,

vyvolavat onemoani a Sfit se v populaci (9, 28).
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1.5.1. KliSfova encefalitida

Klistova encefalitida je infeki virové onemocni napadajici mozek a mozkové
blany. Nepaf mezi onemocini s vysokym klinickym vyskytem. Jeji vyznam je
podmirén spiSe klinickou zavaznosti. V mnohdipadech probih4 lehce, v podob
lehkych bolesti hlavy a zvySené teplotyaM vSak dojit k&Zkému poSkozeni centralni
nervove soustavy, které vede k trvalym nasiedkv podolé raznych neurologickych
poruch etre pretrvavajicich paréz, vzaenk umrti. Obect probihd onemoemi hife u
dosglych nez u dti. Prenos fivodai onemocini se uskut&uje kli¥aty, nebo vzach
alimentarni cestou. Typicky je sezonni vyskyt tdig encefalitidy od kitna dofijna.
mnoho ohnisek, kde jsou dobré podminky pro Ziv@tke a rezervoarovych Zt, na
kterych kli¥ata parazituji. Velkd ohniska jsou v oblastechésich a smiSenych les
v povodi Vitavy a jejich fitoka, v okoli Brna a Ostravy. Nejtsi vyskyt je hlaSen
z jiznichCech (9, 28, 34, 36).

Viry pienaSené specifickym @pobem pomoci kit a komak fadime mezi
arboviry. Virus klifové encefalitidy pdt do celedi Flaviridae a rodu flavivit. Zde se s
nim nachazeji také viry Zluté zimnice, japonskéeéaltidy a horéky dengue (34).

Flaviviry jsou RNA viry o velikosti 40 — 60 nm. Majtémei hladky povrch
s nepatrnymi vyé&Zky a jsou obalené lipidovym obalem, ktery obsalpgeze ii razné
strukturalni proteiny. Protein C, M a E. Proteirv@vari kapsidu, ve které je uzéana
virova RNA. Proteiny M a E vyt¥@ji membranu, do které je cely virus zabalen.
ObzvIast protein E vytvéi povrch virovécastice a je zodp@dny za tvorbu protilatek a

indukci imunitnich reakci v infilkovaném organisnd4( 34).
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1.5.2. Tabakova mozaika

Virus mozaiky tabaku (TMV — tobacco mosaic virug)fibec prvnim virem, ktery
byl védci formalre identifikovan (33).

TMV patii do ¢eledi Tombusviridae, rodu TobamavirMa tykovity tvar a jeho
velikost se pohybuje okolo 300 nm sip®rem 18 nm. TMV je tvien proteinovou
kapsidou, ktera vytidobal okolo RNA(39).

TMV je jeden z nejzhoulisich patoged rostlin. Je pvodcem nakaZzlivé choroby
tabaku a jinych rostlin Zeledi lilkovitych wetrg rajcat, lilkd a brambor. Nejprve napada
mladé listy, na nichz Zgobuje charakteristické vzorce. Do hostitelskychekwstupuje
nag. prasklou stnou rostlinné bilky a po pomnoZzeni pronika do dalSich 8upomoci
mikroskopickych kandl plasmodesmat. Zatim nebyl prokdzan vliv tohotou vina
¢loveéka (33, 34, 38, 40).
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2. CIL PRACE A HYPOTEZY

2.1. Cil prace

Cilem této prace bylo fipravit preparaty pomoci metody negativniho Koritras
Pouzit tizné kontrastujici latky v rozdilnychéasech kontrastovani, s rozdilnou
koncentraci a pH. Naslednporovnat vliv jednotlivych kontrastujicicitinidel a
rozdilného pH a koncentrace na vysledny vzhled kbibjg transmisnim elektronovém
mikroskopu.

2.2. Hypotézy
Predpokladanym vysledkem této prace je rozdilné zamiaultrastuktury preparat

Rozdiln& kvalita obrazupizné rozliSeni detaila zneény velikosti pozorovanych virovych

partikuli pii pouZziti tiznych kontrastujicichinidel.
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3. METODIKA

Jako vzorky pro tvorbu prepaiidbyly pouzity suspenze virklistové encefalitidy a
TMV. Virus klitové encefalitidy byl ziskan jak&aste&ny purifikat mySi mozkoveé tkén
0 nezndmé koncentraci virovych partikuli v 2 migtevé mikrozkumavce (Eppendorf).
Virus byl fixovan 2,5 % roztokem glutaraldehydu xt M PB. TMV byl izolovan z listu
infikovaného tabéku. List byl rozein s malym mnozstvim fosfatového pufru o pH 7,4.
Suspenze obou vir byly nasledsa oddtleny od Ziv@&iSnych a rostlinnych busk
centrifugaci.

Pro metodu negativniho kontrastu byly pouzitydtuhy kontrastnicinidel. Uranyl
acetat (Spi Supplies), molybdenat amonny (Lachemg)selina fosfowolframova (Sigma
— Aldrich).

3.1. Cisteni siwk

Pro tvorbu preparatu byly pouZityéoené stky (Tesla) o piméru 3 mm s velikosti
otvori 300 MESH.

Nové stky mohou byt zn&sStény prachem a zbytky roztékz vyroby, proto jeieba
je jeSt pred pokrytim formvarovou blanouikladrg umyt a odmastit.

Do cisté kadinky vlozime filtreni papir a na &ho klademe sky. Nejprve
promyvame 50 % kyselinou octovou podobu 1 — 2 nim@ci Pasterovy pipety. Poté
kyselinu odsajeme a nahradime ji destilovanou vasldatergentem. Znovu po dobu 1 —
2 min stky promyvame destilovanou vodou, kterd ma za uUkistranit zbytky 50 %
kyseliny octové i jarové vody. Posledni krok je 2 min promyvani ve 100 % acetonu.
Po odsati #Siny acetonu vylijeme zbytky promyvaciho roztokpolsl se sikami do
Petriho misky, ve které je umdst filtra¢ni papir. Vcast&éné otewené misce nechame
zbytky acetonu vypd.
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3.2. Potazeni sk formvarovou blanou

Pro gipravu formvarové blany pigbujeme skletnou vanéku, podlozni nebo jiné
silngjSi sklicko, odngrny valec s roztokem 0,3 % formvaru v chloroforrdigmant gisté
sitky, které budeme na formvarovou blanu pokladanagiu. Pro posledni krok parafilm
a Petriho misku.

Nejprve si pipravime skletnou vantku. AZ po okraj ji naplnime destilovanou
vodou, ktera je atata na pokojovou teplotu.fiBravené skiiko odmastime pomoci
detergentu a géveé ho vysuSime a vyleStime. Nastot sklicka také zavisicistota
formvaroveé blany. Sktko pomoci pinzety vioZzime na 1 min do 0,3 % roztédunvaru,
ktery mame fipraveny v odrirném valci a zakryty Petriho miskou. Zakrytim zatinde
vyprchani chloroformu a zé&n¢é koncentrace roztoku, ktera byéla za nasledek vytweni
silngjSich blan. Dbame na to, abychom nepdnse sklitkem i pinzetu, ze které by mohl
po vytaZeni skéka roztok formvaru stékat a znehodnotit tak vygrmu blanu. Po 1 min
skli¢cko plynulym, ale rychlym pohybem vyjmeme a nech&méli v parach chloroformu
oschnout. Sktiko opatr# uchopime, abychom nepéiti formvarovou blanu, ktera nam
na povrchu vytviila tenky film. Pomoci diamanturianeme skifko po jeho okrajich.
Timto krokem jsme dadizli formvarovou blanu, kterou nasletliod skltka oddlime
splavenim na povrch vodni hladiny ve skieé vanéce.

Formvarovou blanu splavujeme pomalym piavanim skiéka pod vodni hladinu
pod Uhlem 30°. Splavovani provadime velice pomabpairé, abychom formvarovou
blanu neporili pfehybem nebo nepotrhali. Pokud byla formvarova bl&peavig
odriznuta, Astava plavat na hladinNa povrchu blany nesfi byt vidét netistoty a musi
mit vSude stejnou barvu. Zabarveni formvarové bidy giblizné uréuje jeji tlou$ku.
Cim rychleji skitko vytahneme, tim bude formvarova blana ¢tenNedokonale
pripravena, nebo silna formvarova blana by ggizdnepijemnovala vyhodnocovani

vysledki v elektronovém mikroskopu.
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Na oddlenou blanu opatinklademe pomoci pinzety ddéné stky lesklou stranou
vzharu. Poté celou blanu i se tkami pekryjeme parafimem kterym stahneme
formvarovou blanu z vodni hladiny. Pro sbiranilksije také mozné pouzit sk&kio
obalené parafilmem. Jeho vyhodou je, Zgkysis formvarovou blanouistavaji rovis
natazeneé. 8ky s blanou nechame uschnout v Petriho misce.

3.3. Pouhlikovani sigk s formvarovou blanou

Tésre pred pouzitim sky na formvarové blani s parafilmem pouhlikujeme. Diky
tomuto kroku zajistime, Ze jejich povrch bude hyitloa vzorek se bude moci na jejich
povrch rovnondrné rozptylit a adherovat.

Sitky byly pouhlikovany nagavanim uhliku v nagavaci aparatte JEOL JE 4C
(priloha 9.1) pomoci dvou elektrod &stého uhliku o pméru 5 mm od firmy
Karbotechnik(p¥iloha 9.2)

Nejprve z nap@vatky sundame zvon vakuového prostortippvnime elektrody a na
preparatovy stolek poloZzimetky potazené formvarovou blanou. Do stejné vzdalienos
od hrotu elektrod umistiméisty porcelanovy $ep s kapkou oleje. Zvon uzame.
Vnittni prostor zvonu f@éerpame roténi a d@éerpame difzni vygvou na pozadovanou
hodnotu vakua. Nazhavime elektrody a rtapa lehkou vrstvu uhliku na t&ly pri
zapnuté rotaci stolku. Tloti&u uhlikové vrstvy, kter4d by #&a byt 3 — 5 nm,

kontrolujeme podle&rnani porcelanovéhorepu okolo kapky oleje.

3.4. P¥#iprava kontrastnichéinidel pro metodu negativniho kontrastu

3.4.1. Priprava roztoku 2 % vodného roztoku uranyl acetétA)(

Roztok uranyl acetatutipravime pgidanim 2 g UA (SPI) do 100 ml deionizované

vody. Roztok pefiltrujeme a dale uchovavame v tmavé lghei se zabrusem. Roztok
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piefiltrujeme vzdy znovu ied pouzitim pomoci filtr s 0,45um péry (Miller — HV
Millipore) do mikrozkumavky a zabalime do alobaBwtlo by mohlo zfsobit vytvaeni

krystali hydroxidu uranylu.

3.4.2. Priprava 2 % vodného roztoku kyseliny fosfowolfram{&®#A)

Na predvazkach odvazime 0.20 g PTA. Toto mnozstvi raameasv 9 ml destilované
vody a doplnime objem do 10 mligd pouzitim roztok igfiltrujeme filtrem s 0,4%um
pory (Miller — HV Millipore) a pomoci HCI a NaOH wgvime pH na pH 7. Hodnotu pH

meétime sklegnou elektrodou.

3.4.3. Priprava kontrastnich roztakmolybdenatu amonného (AM)

Ptiprava 2.5 % vodného roztoku (AM)

Na predvazkach odvazime 0.25 g AM. Toto mnozZstvi rodmesty 9 ml destilované

vody a doplnime objem do 10 ml.

Ptiprava 5 % vodného roztoku AM

Na predvazkach odvéazime 0,5 g AM. Toto mnozstvi rozpuesty 9 ml destilované

vody a po Upra¥pH doplnime objem roztoku do 10 ml.

Priprava 5 % vdného roztoku AM + 1 % tehalosy
Dale z gedchoziho roztoku (5% vodny roztok AM) odifime 5 ml. Ké&mto 5 ml
pridame kapku 1 % trehalosy (Serva) s molekulovouthosii 378,51 g/mol.

Kazdy z &chto ti riznych roztok rozclime na fi dily. U téchto difi upravime pH
pomoci NaOH a HCI na pH 5.5, 7 a 9. Hodnotu pétime pomoci sklefmné elektrody.
Takto pipravené roztoky fefiltrujeme filtrem s 0,4%m pory (Miller — HV Milipore)
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3.5. P#iprava preparatu

Nejprve si pipravime pracovni plochu pomoci parafilmu, jehofikest odhadneme
podle pd&tu preparat, které chcemeijpravit. Diky svym vlastnostemiine parafilm na
navihteny povrch stolu nebo dna Petriho misky a viftvovnou,cistou pracovni plochu.

Pomoci pipety na ifpraveny parafilm aplikujeme kapku (okolo 10-20)
koncentrované virové suspenze #hig encefalitidy nebo tabdkové mozaiky. &oadu
hmotnosti vifi odebirame vzorek ze supernatantu, ktery je paiteydci zbaven #Sich
nedistot. Zistavaji v @m pouze viry.

Na vytvarenou kapku virové suspenze polozime pomoci pinfoetyvarovou siku
pouhlikovanou stranou dol Sitku v tomto stavu ponechame u Kbgé encefalitidy 30
min a u tabdkové mozaiky 10 min, aby viry mohly foamvarovou blanu adherovat
v dostaténém mnoZstvi. Potét¥iu opatré pomoci pinzety z kapky odejmeme a zbytky
suspenze zetdy dikladré odsajeme pomoci filtsmiho papiru. Filtréni papir
piikldadame k nepouhlikované stiaraby nedoSlo k odstrani jizZ zachycenych virovych
caste&ek na formvarové blan

V dalSim kroku opt viozime pomoci pinzety &{u pouhlikovanou stranou doha jiz
pripravenou kapku destilované vodpriloha 9.3) Dojde tak k promyti preparatu a
odstrarni poslednich febyte&nych zbytki virové suspenzePo uplynuti 30 s sky opst
vyjmeme a jiz provaghym postupemiikladre osuSime.

Poslednim krokem jefjozeni stky opst pouhlikovanou stranou dolna kapku
prislusného kontrastnih®inidla (2 % UA, 2,5 % AM a 2 % PTA) po dobu 30 soel
min. Po kontrastovani vzaik sitky naposledy osuSime a nechdme doschnout v
uzavené Petriho misce.iriPhedostatéeném odsati kontrastnikinidla mize dojit k zaliti
vira timto ¢inidlem.

Kontrastovani pomoci rozt6kAM o raizném pH, koncentraci a gigavkem trehalosy

provadime pouze u viru tabakové mozaiky po dobs.30
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3.6. TEM

Vytvorené preparaty byly prohlizeny v TEM JEOL 10{f¥iloha 9.4) Fotografie
byly zhotoveny pomoci CCD kamery v programu Megaewilll (Soft Imaging
Software). V3e v Laboratio elektronové mikroskopie Biologického centra AR

(Parazitologicky ustav).

3.7. Meéreni vini

Roznery vira byly ziskany v programu Mega View Ill (Soft ImagirSoftware).
Méeteni bylo provagno od vrjSich membran vir. Objekty pro ndfeni byly zvoleny
nahodnym vybrem. Vysledky pimérnych hodnot velikosti vir a sngrodatnych

odchylek byly vypgitany ze vzoré a owtreny v programu Microsoft Excel.

Vzorec pro vypoéet ptimérnych hodnat

- _1&
X_N;XI

Vzorec pro vypodet snérodatnych odchylek

S* = Zn:(xi —?()2

i=1
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4. VYSLEDKY

V mikroskopu byly porovnavany a dokumentovanyagnultrastruktury a zobrazeni
virt kontrastovanychtznymi kontrastnimicinidly, pfi rozdilném pH, koncentraci a
s pridavkem trehalosy.

Celkem bylo zpracovano 21 preparatetodou negativniho kontrastu. Z toho 6 viru
klistové encefalitidy a 15 TMV.

Nejprve byly vzorky kontrastovany vodnym roztokéin% UA (obr. 4.1 a 4.4)
vodnym roztokem 2,5 % AMobr 4.2 a 4.5) a vodnym roztokem 2 % PTfbr. 4.3 a
4.6). V kazdém kontrastninginidle byly viry ponechany po dobu 30 s nebo 1 min.
Prehledné usp@dani vzork je uvedeno vabulce 4.1

Poté bylo vybrano jedno kontrastfinidlo, kterym byl AM. Toto kontrastndinidlo
bylo pripraveno jako 5 %, 2,5 % a 5 % roztok s 1 % tretmlo Kazdy z&chto 3 roztok
AM byl upraven na 3izna pH 5,5, 7 a 9.&mito roztoky byly kontrastovany vzorky
TMV po dobu 30 qobr. 4.7 — 4.9).Prehledné usp@dani vzork je uvedeno vabulce
4.2

Pro ziskani orientmiho pgehledu o vlivu kontrastnihoginidla na velikost
pozorovanycltastic bylo nar‘eno celkem 180 hodnot.

Z toho 60 hodnot pro virus kii@vé encefalitidy. Zde byl sten pamér jeho virionu.
Nameiené hodnoty jsou uvedenytabulce 4.3a graficky zobrazeny grafu 4.1

120 hodnot pro TMV. Zde byl &en pamér a délka virionu. Hodnoty gméra

viriont TMV jsou uvedeny Vabulce 4.4 a graficky zobrazeny grafu 4.2. Hodnoty

délek virion1 TMV jsou uvedeny vabulce 4.5a graficky zobrazeny grafu 4.3.
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Tabulka 4.1: Metoda s pouzitim UA, AM a PTA v miznych ¢asech kontrastovani a

AM u vir @ klistové encefalitidy a tabakové mozaiky

obrazel vir kontrastniinidlo gas kontrastova

41 A-C 30¢
2% UA .

4.1 D-F 1 min

Virus klisové

4.2 A-C N 2.5% AM 30¢
encefalitidy :

42 D-F ) pH =7.46 1 min
4.3 A-C 2% PTA 30¢

4.3 D-F pH=7.16 1 min
44 A-C 30¢
2% UA .

44 D-F 1 min

Virus tabakové

45 A-C . 2.5% AM 30¢
mozaiky :

45 D-F pH =7.46 1 min

(TMV)

46 A-C 2% PTA 30¢

4.6 D-F pH=7.16 1 min

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 4.2: Metoda s pouzitim iznych druha AM u viru tabdkové mozaiky

obrazek vir kontrastriinidlo pH ¢as kontrastovani
4.7 A-B 5.5¢
4.7 C-D 5% AM 7.2
4.7 E-F 9.2
4.8 A-B Virus tabdkové 5.k
48 C-D mozaiky 2.5% AM 7.1 30s
48 E-F (TMV) 9,C
49 A-B 5.E
5% AM + 1%
49 C-D 7.1t
trehalosy
49 E-F 9.2t

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Obr. 4.1: Virus klistové encefalitidy kontrastovany 2 % vodnym roztokemUA, A — C po
dobu 30 s, D — F po dobu 1 min

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.1, A-C: viry byly pozorovany v dobrém rozliSeni a s dobrigantrastem. Zobrazeni detaibe
nenenilo ani @i vétSim zw¥tSeni vzorkuObr. 4.1, D — F: Objekty zde byly §li§ zality do kontrastniho
¢inidla. Struktury splyvaji a zobrazeni je neostré.

A, B: Na této fotografii mohlybyt skvrny zfisobeny nedostateou ¢istotou virové suspenze, ktera
obsahovala zbytky protein

A, B, C, D, F: Na t&chto pozicich je vi& pouze prazdny virovy obal bez RNA. Kontrastiriidlo
zalilo vniténi ¢ast viru a vytvailo tak tmavy prostor obaleny membrandg!. Na této fotografii je viet
kompletni virus kliSové encefalitidy obsahujici jak virovou membrarak RNA.

Meéfitko u jednotlivych fotografii mé velikost vzdy 1@n.
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Obr. 4.2: Virus klistové encefalitidy kontrastovany 2,5 % vodnym roztoken AM, A — C po
dobu 30 s, D — F po dobu 1 min

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.2, A — C Zde bylo obtizné zogivani objekti. Vysledny obraz byl zobrazen v malém
rozliSeni a objekty byly nedostéteé kontrastni. Roztok AM dostatee obklopoval virové
¢astice, které byly dab odliSitelné od okolniho prdsdi. Obr. 4.2, D — F: Objekty byly filis
zality v kontrastnintinidle. Rozpoznani jednotlivych virovych partiklijlo slozité, v Bkterych
¢astech vzorku az nemozné. OdliSeni virowastic od okolniho prostdi bylo velice nejasné.

Na vSech obrazcichimeme vidt kompletni virové partikule s membranou a RNA.

A, B, D, E: Velikost netitka je 100 nm(C, F: velikost nétitka je 200 nm.
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Obr. 4.3: Virus klistové encefalitidy kontrastovany 2 % vodnym roztokemPTA, A — C po
dobu 30 s, D — F po dobu 1 min

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.3, A — C:Viry byly zobrazeny s dobrym kontrastem a v dobméiiSeni. PTA nefekryvala
pozorované objekty a umidvala tak jejich odliSeni od okolnich distot. Obr. 4.3, D — F: Viry byly na
prevladajicicasti preparatuiflis zality do PTA. FiliS velky kontrast znemditije dobré od&eni vysledku.

A, B, E: Na &chto fotografiich mohhyt skvrny zfisobeny nedostateou ¢istotou virové suspenze,
ktera obsahovala zbytky protéin

F: Zde vidime kompletni virionéérvena Sipka) a prazdny virion s kontrastginmdlem zalitym uvnit
membrany (Zluta Sipka).

A, E, F. Velikost nefitka je 200 nmB, D: Velikost metitka je 100 nmC: Velikost nefitka je 50 nm.
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Obr. 4.4: TMV kontrastovany 2 % vodnym roztokem UA, A - C po dobu 30s,D-F

po dobu 1 min

4
B U 3 i

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.4, A — C: Viry byly zobrazeny ve velice dobrém rozliSeni. ridttruktury viru
byly dokre viditelné, diky kontrastu, ktery UA vytiib okolo téchto partikuli. UA
negekryval pozorované virové partikul®br. 4.4, D — F:Na tomto preparatu sgnidlo
pravcEpodobré navazalo i naifmésné proteiny, které se v suspenzi nachazely. ity b
zobrazeny v dobrém rozliSeni a nedochéazelo ke Baegdnotlivych detail vzorku.

Meétitko u jednotlivych fotografii méa velikost vzdy 20@n.
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Obr. 4.5: TMV kontrastovany 2,5 % vodnym roztokem AM, A — C po dobu 30 s, D —
F po dobu 1 min

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.5, A — C Preparamél malé rozliSeni a byl nedostate kontrastni. Detaily
vzorku byly obtiZzg rozpoznatelnéObr. 4.5, D — E Zde se vyskytovala mista jak $ilis
malym kontrastem, tak mista, kde bylo kontrastnfimidla priliS mnoho a dochéazelo
ke splyvani jednotlivych detailpozorovanych vir. Objekty byly Spat& zaosfitelné s
malym rozliSenim, které klesalo se stoupajicirtsnim vzorku.

A, B, C, D, E Velikost ntfitka je 200 nmF: Velikost nefitka je 100 nm.
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Obr. 4.6: TMV kontrastovany 2 % vodnym roztokem PTA, A— C po dobu 30's, D —
F po dobu 1 min

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.6, A — C PTA nam umoznila dobré odliSeni wiod okolniho prosedi.
RozliSeni vSak bylo malé, s malym mnoZstvim dét&ibr 4.6, D — FE Zdebyly objekty
zobrazeny s dobrym kontrastem a v lepSim rozliSeni.

D: Na této fotografii jsou viditelné precipitaty kinastnihcginidla.

A, B, C, D, E Velikost ntritka je 200 nmF: Velikost nefitka je 100 nm.
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Obr. 4.7: TMV kontrastovany 5 % vodnym roztokem AM, A - B pfi pH 5,4, C-D
pii pH 7,3, E— F @i pH 9,3

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.7 A — E Objekty byly pozorovany v dobrém rozliSeni a vigon kontrastem.
Zobrazeni detall se nemnilo ani @i vétSim zwtSeni vzorku. AM nefekryval
pozorované viry a neznehodnocoval tak zobrazenyesdgk. Roztok AM dostateé
obklopoval virové&sastice a daie je odliSoval od okolniho prdstdi.

A, B, C, E, E Velikost ntfitka je 100 nmD: Velikost netitka je 50 nm.
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Obr. 4.8: TMV kontrastovany 2,5 % vodnym roztokem AM, A — B p¥i pH 5,5, C - D
pfi pH 7,1, E — F i pH 9,0

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr. 4.8 A — E Preparat byl dostate¢ kontrastni. Zobrazené virové partikule byly
viditeIné s mensim rozliSenim a s horSim zobrazesgtaifi. Nedochazelo kiiiSnému
piekryvani vig kontrastnim ginidlem. Céastice byly dote odliitelné od okolniho
prostedi.

A, B, C, D, E Velikost nefitka je 100 nmE: Velikost nefitka je 50 nm.
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Obr. 4.9: TMV kontrastovany 5 % vodnym roztokem AM + 1 % trehalosy, A — B
pii pH 5,5, C — D @i pH 7,15, D — F i pH 9,25

2

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obr 4.9 A — E Objekty byly zobrazeny v dobrém rozliSeni a srglob kontrastem.
Kvalita rozliSeni se ne#mila ani @i vétSim zwtSeni vzorku. AM §liS nepgekryval
pozorované viry a nedochazelo tak k splyvani oljjekbkolnim prosedim.

A, C, D, E, E Velikost nefitka je 100 nmB: Velikost nefitka je 50 nm.
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Tabulka 4.3: Velikost vird KkliStové encefalitidy kontrastovanych fiznymi

kontrastnimi ¢inidly v r iznych éasech kontrastovani.

Typ viru Virus klisStové encefalitidy

¢inidlo UA AM PTA
doba kontrast} 30s 1 min 30s 1 min 30s 1 min
20,0 27,8 24,7 37,4 37,8 32,2
20,3 28,0 27,6 39,6 41,5 38,4
21,0 30,0 51,7 40,6 447 44,0
21,1 30,4 53,3 42,1 45,5 45,5
velikost viri 21,4 41,1 59,0 42,1 46,1 45,7
v nm 23,2 44,0 60,4 47,1 48,5 46,6
23,7 45,5 60,5 48,9 48,7 55,4
23,7 49,9 61,6 53,5 49,2 56,1
25,2 52,5 63,2 57,2 49,7 61,9
26,0 56,2 69,4 58,1 55,7 63,4

Zdroj: Vlastni vyzkum

Praimérné hodnotavelikosti vira klistové encefalitidy kontrastovanych:

UA AM PTA
30s=22,5nm 30s=53,1 nm 30s=46,7 nm
1 min = 40,5 nm 1 min =46,7 nm 1 min =48,9 nm

Smerodatna odchylkaelikosti viri klistové encefalitidy kontrastovanych:

UA AM PTA
30s=2,1 30s=14,2 30s=49
1 min=10,8 1min=75 1 min=10,1
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Graf 4.1: Porovnani velikosti vira kliStové encefalitidy kontrastovanych Gznymi

kontrastnimi €inidly v r iznych éasech kontrastovani

Porownani \elikosti vira kliStové encefalitidy

—+—UA30s
—s—UA 1 min
AM 30 s
AM 1 min
—x—PTA 30s
——PTA 1 min

velikost (nm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

jednotlivé virové partikule

Zdroj: Vlastni vyzkum

Z grafu je patrné, Ze viry kontrastované UA po d@8us maji velikost mensi, nez
viry kontrastované UA po dobu 1 min. Jejich hodnjstyu znatelty menSi i ve srovnani
s vysledky ostatnich kontrastni¢imidel. Velikost viti u AM (1 min) a PTA se pohybuje

v relativie podobnych hodnotach. Nepgich rozmdra, ale zarove také smirodatné
odchylky dosahuiji viry kontrastované AM po dobus30

42



Tabulka 4.4: Velikost priméru TMV kontrastovanych r aznymi kontrastnimi ¢inidly

a v riiznych ¢asech kontrastovani

typ viru T™MV

¢inidlo UA AM PTA
doba kontrast§ 30s 1 min 30s 1 min 30s 1 min
19,0 12,6 17,9 17,4 17,7 16,5
19,0 17,0 18,2 17,7 18,1 16,8
19,1 17,2 18,3 18,2 18,4 17,7
19,5 17,4 18,5 18,3 19,5 20,3
prameér vira v 19,8 18,7 18,7 18,4 19,5 20,6
nm 19,8 19,0 19,3 18,4 19,8 20,8
20,3 19,2 20,0 18,7 20,3 21,8
20,3 19,7 20,2 19,2 20,6 22,2
22,9 20,3 20,2 19,3 20,6 23,1
24,2 23,7 21,0 20,3 20,6 23,7

Primérna hodnotgraméra TMV kontrastovanych:

UA
30s=20,4 nm

1 min = 18,5 nm

Smerodatna odchylk@riméra TMV kontrastovanych

UA
30s=1,8
1 min=2,8

AM

30s=19,2nm

1 min = 18,6 nm

AM
30s=1,1
1 min=0,8
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PTA

30s=19,5nm
1 min = 20,35 nm

PTA
30s=1,1
1min=2,6



Graf 4.2: Porovnani velikosti praiméru TMV kontrastovanych r aznymi

kontrastnimi €inidly v r iznych éasech kontrastovani

Porownani elikosti praméru TMV
30
25 ——UA30s
‘T 20 — ——X —=—UA 1 min
c . > S
= = AM 30's
© 15 ,
X~ AM 1 min
¢ 10 —%—PTA30s
5 —e—PTA 1 min
O T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
jednotlivé virové partikule

Zdroj: Vlastni vyzkum

U TMV kontrastovanych UA, AM a PTA nejsou Zadraglptatné rozdily ve zénach
velikosti ptfiméru téchto viri. Priimérné hodnoty piméra se od sebeifis nelisi.

Smeérodatné odchylky jednotlivych souliohodnot nejsou velké.
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Tabulka 4.5: Délka TMV kontrastovanych riiznymi kontrastnimi ¢inidly a

v riaznych ¢asech kontrastovani

typ viru T™MV
¢inidlo UA AM PTA
doba kontrast§ 30s 1 min 30s 1 min 30s 1 min
259,8 141,3 256,9 238,1 173,5 196,3
260,6 187,3 263,8 257,6 202,1 236,9
273,0 189,6 264,7 269,6 220,1 271,0
280,3 206,5 268,8 273,0 248, 292,2
délka viri v 281,2 224,1 276,4 293,2 277,4 293,3
nm 296,1 234,3 277,1 296,8 290 294,3
302,2 248,1 282,1 298,4 303,72 295,6
3184 2489 288,9 300,5 317 295,7
324,2 256,8 328,0 301,6 332, 305,8
326,9 263,8 329,9 327,8 3343,8 327,1
Zdroj: Vlastni vyzkum
Primérna hodnotalélek TMV kontrastovanych:
UA AM PTA
30 s=292,3 nm 30 s=283,7 nm 30 s=270,7 nm

1 min=220,1 nm

1 min =285,7 nm

Sne¥rodatna odchylkaélek TMV kontrastovanych:

UA
30s=25,1
1 min=12,2

AM
30s=25,6
1 min = 26,0
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Graf 4.3: Porovnani délky TMV kontrastovanych riiznymi kontrastnimi ¢inidly

v riaznych ¢asech kontrastovani

Porowani délky TMV

400

350
X ——UA30s
300 e )
N = —=— UA 1 min
250 u .,L

B
% 200 )
~ AM 1 min
3 150
> 100 —x—PTA 30 s
—e—PTA 1 min
50
O T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

jednotlivé virové partikule

Zdroj: Vlastni vyzkum

Délka TMV pi kontrastovani UA (po dobu 30 s), AM a PTA se wzyxanentni.
NizSich hodnot dosahuje pouzé kontrastovani UA po dobu 1 min. N&jgi snérodatné
odchylky dosahuji TMV p kontrastovani PTA po dobu 30 s.
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5. DISKUZE

Po kontrastovani vzoika zhotoveni fotografii jsem mezi sebou porovnakaklitu
zobrazeni detail vzorku a rozdily v dosazeném rozliSeni. U jedmgth druhi
kontrastnicktinidel jsem zjistila také rozdily ve vytieném kontrastu.

Pri kontrastovani vzork UA bylo dosahovano nejlepSich vyslédiNegativni vliv na
pozorovani a rozpoznani winentla ani jeho velka zrnitost popisovana v literaty8).
Viry klistové encefalitidy byly timto kontrastnitmidlem zobrazeny nejlépe.

DalSim pouzitym kontrastniginidlem byla PTA. Svymi kontrastnimi vlastnostmi se
podobala UA. Zaogbvani objeki vSak bylo horSi s mensSim kontrastem. Zobrazeni
detailx bylo, diky jeji mensi zrnitosti (8) v porovnanUs nepatri¢ lepsi.

Poslednim pouzitym kontrastnigémidlem byl AM. Ri kontrastovani timto roztokem
bylo dosahovano nejhorSich vyslédilJ vira klistové encefalitidy bylo dokonce, &l
nevhodnému kontrastu a malému rozliSeni, obtizndeyd vii od okolniho prosedi.
Ke zmen¢ kontrastnich vlastnosti AM nedoSlo ani gméné pH. Vliv na zobrazeni
nentla ani trehalosa, ktera byéha prispivat k lepsi stabilit negativie kontrastovanych
proteini (11). Riznivy vliv na zobrazeni objektvSak ngla zména koncentrace roztoku.
Pri 5% koncentraci AM byly preparaty zobrazeny s igpgozliSenim a kontrastem.

Pti porovnani @zrn¢ dlouhé doby kontrastovani dosahovaly lepSich zmmia
preparaty ponechané v kontrastnémidle pouze 30 s. Vzorky zde byly dostate
kontrastni, a nedochazelo kigkontrastovani“ vzorku. P ponechani vzorku
v kontrastnintinidle po dobu 1 min dochazelo kilsnému zaliti vzork do kontrastniho
¢inidla a vzniku pilis velkého kontrastu. Vijpad mére cistych vzorki byly vice
kontrastni i okolni n&stoty a gimésné proteiny. Pravv téchto gipadech je dlezita
Cistota vzorku (2). U vzork viru klistové encefalitidy kontrastovanych AM dochazelo
dokonce k splyvani vir s okolnim prosedim. Jedinou vyjimkou bylo kontrastovani
TMV pomoci PTA kdy se po 1 mintizniveé zvySil kontrast a lépe tak vynikly strukturni
detaily virovych partikuli.
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Pro podrob#jSi popis vlastnosti kontrastnidhinidel byla provedena i orientai
statistika, pro zhodnoceni vlivu kontrastnéahidel na velikost pozorovanych objékt

Hodnoty vifi kontrastovanych UA se vzajemnvelice liSily. Viry Klistové
encefalitidy dosahovaly nejmenSich raztnpii kontrastovani po dobu 30 s.dR®Rrna
hodnota velikosti &hto viti byla 22,5 nm a pohybovala se hluboko pod obecn
udavanymi hodnotami, které jsou 40 — 60 nm (3@)kBntrastovani po dobu 1 min se
jejich pimérnd velikost zwtSila na 40,5, coz je spodni hranice udavanych diodn
Narozdil od TMV, kde byly naopak nejmensi virgi ontrastovani UA po dobu 1 min.
Zde dosahovala délka virpraimérné 220,1 nm. B kontrastovani po dobu 30 s se
praimérna délka zvysila na 292,3 nm. Stejtomu bylo i u paméra vira, kdy byla
pramérna hodnota { kontrastovani po dobu 30 &pvysSi (20,4 nm) aipkontrastovani
po dobu 1 min dosahovala pouze 18,5 nm. VSechnydigdu TMV se pohybovaly
blizko hodnotam udavanym v literég) kde byl uvagh pimér 18 nm a délka 300 nm
(37).

U AM a PTA nedochazelo k Zadnym znatelnym ramdilve velikosti viti klistové
encefalitidy ani TMV a jejich hodnoty se vzdy bljZhodnotam udavanym v literdti

Neshody ve vysledcich jednotlivych kontrastnistidel mohly byt zgisobeny malym
mnozstvim narfenych hodnot. Rozptyl naffenych hodnot dokumentuji vysoké
smerodatné odchylky. S#émodatné odchylky byly nejmensi utpnéra TMV. Naopak
nejwtsi u jejich délek. Tyto vysoké hodnoty &wmdatnych odchylek mohly byt

zpasobeny velkou délkowthto vin.
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6. ZAVER

Tato prace byla zagfena na popis zém ultrastruktury a zobrazeni biologickych
preparai v TEM, zpisobenych pouZzitimiznych kontrastniciinidel, pi riznémcase
kontrastovéani, koncentraci a pH.

Zobrazeni vili klistové encefalitidy bylo v porovnani s TMVigpouziti stejného
druhu kontrastniheinidla, vzdy horsi s obtiZgim zaostovanim.

Na zéklad vyhodnocenych vysledkbylo zjiS€no, Ze nejvhod¥Si doba gsobeni
kontrastnihoc¢inidla je 30 s, kdy byly virové partikule di# kontrastni, ale nebyly
v kontrastniméinidle prilis zality. Jako nejvhodijSi kontrastniinidlo, se ukazal vodny
roztok 2 % UA, ve kterém byly viry nejlépe zobrageiejhiie byly viry viditelné ve
vodném roztoku 2,5 % AM. Jeho kontrastujici vlastnge zlepSily pouzetpzvySeni
jeho koncentrace na 5%. Zadny vliv pH a trehaloayviisledné zobrazeni virjsem
nepozorovala.

Z rozdilnych vysledk velikosti viri vyplyva, Ze typ kontrastnictinidel, pouzitych
v této praci, nema zadny prokazatelny vliv na \adikvirovych partikuli. Pro i@srgjSi
informace by bylo vhodné provést statistické vyrmmmi s ¥tSim mnoZstvim dat a s
pouzitim vice preparét

Predpokladana hypotéza byla potvrzena pouzésti. Ke zn¢nam ultrastruktury i
pouziti fiznych kontrastnickiinidel nedochazelo. khila se vSak kvalita jejich zobrazeni
ve vysledném kontrastu a rozliSeni détgddnotlivych virovych partikuli.

Prace by mohla byttfnosem pro rozhodovani o typu kontrastnéiadla pro utity
druh pozadovaného vysledku. UA je vhodné kontrastidlo pro prokazanifitomnosti
viru ve zkoumaném materialu, ale pro podrgbnpopis ultrastruktury a lepsi zobrazeni
detaill je vhodrjSi PTA. Tato volba by mohla veést k rychlejSimuiagwjSimu ugeni

zkoumanych virovych partikuli.
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8. KLi COVA SLOVA

Formvar

Kyselina fosfowolframova (PTA)
Molybdenat amonny (AM)
Negativni kontrast

Transmisni elektronovy mikroskop
Uranyl acetat (UA)

Virus kli&'ové encefalitidy

Virus tabakové mozaiky (TMV)
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9. PRILOHY

Priloha 9.1: Aparatura pro naparovani uhliku

_ Zdroj: Vlastni vyzkum
(Laboratd elektronové mikroskopie—Biologické centrum 8R—Parazitologicky Ustav)
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Pﬁ#)ha 9.2: Uhlikové elektrody v nap#ovaci aparature

_ Zdroj: Vlastni vyzkum
(Laboratd elektronové mikroskopie—Biologické centrum 8R—Parazitologicky Ustav)



Priloha 9.3: Médéna si’ka na kapce destilované vody

Zdroj: Vlastni vyzkum
(Laboratd elektronové mikroskopie—Biologické centrum &R—Parazitologicky Ustav)



Piiloha 9.4: Transmisni elektronovy mikroskop

_ Zdroj: Vlastni vyzkum
(Laboratd elektronové mikroskopie—Biologické centrum &R—Parazitologicky Ustav)



