
Téma 10_Základy 
elektronové mikroskopie



Mikroskopické (pozorovací) techniky

Světelná mikroskopie

Elektronová mikroskopie

- diagnostika bakterií
- virologické studie – detekce CPE, imunofluorescence 
- tkáňové preparáty, cytochemie, histochemie

- hlavně pro diagnostiku virů
- pokročilé morfologické studie bakterií



0,2 mm

0,6 nm

1-4 nm

0,2 um





Elektronová mikroskopie





Elektronová mikroskopie

Hlavní nevýhoda spočívá v nízké citlivosti 

detekce, nákladnosti. Nutná značná 

zkušenost s rozlišením virových částic od 

jiných částí buněk či artefaktů.









Transmisní elektronový mikroskop

Nepohyblivý svazek elektronů, detekují se elektrony prošlé vzorkem, vhodné 
pro velmi malé objekty (viry, bakterie) případně se mikroskopují řezy (např. z 
buněk), velkými objekty elektrony neprojdou.
-větší vzorky (buňky) se před prohlížením musí fixovat, odvodnit, zalít do 
pryskyřice a nařezat na ultramikrotonu
-malé vzorky (hlavně viry) se přichytí na síťku a negativně barví (viz. protokol a 
ukázkové fotografie virů)

Rastrovací elektronový mikroskop 

Pohyblivý svazek elektronů, detekují se odražené sekundární elektrony (tedy 
používá se pro zobrazení povrchu vzorku)
-vzorky se musí před mikroskopováním fixovat, odvodnit a vysušit



Bavlněný floém, 8 000x zvětšený

TEM



Transmisní elektronový mikroskop
Zdrojem zobrazujícího vlnění je tzv. elektronová tryska. Zobrazovacím prostředím je 
vakuum, protože ve vzduchu by docházelo k pohlcování elektronů. K úpravě chodu 
elektronového svazku se používají tzv. elektromagnetické čočky, což jsou prakticky různé 
typy cívek. Výsledný obraz nelze pozorovat přímo okem, ale např. prostřednictvím 
fluorescenčního stínítka či obrazovky, díky nimž lze proud dopadajících
elektronů zviditelnit.

Působení magnetického pole na tvar trajektorie letícího elektronu lze využít
k sestrojení tzv. elektromagnetické čočky, která by fungovala přibližně stejně jako
skleněná čočka v případě světla. Nejjednodušší elektromagnetickou čočkou je solenoid.
Solenoid je cívka s velkým počtem závitů, jejichž průměr je mnohem menší než délka
cívky. Uvnitř solenoidu vzniká homogenní magnetické pole a v okolí solenoidu
nehomogenní magnetické pole.



Zdroj elektronů: elektronová tryska



Fokusace elektronového paprsku



TEM detekuje elektrony, které procházejí hmotou preparátu. Jedná se o elektrony, 
které projdou elektronovým obalem atomů preparátu (vychýlení z původní dráhy, ale 
neztratí energii. Odražené TEM nedetekuje), nebo elektrony, které se srazí s elektrony v 
el. obalu atomů preparátu (úbytek energie, změna vlnové délky). 





TEM vzorku kosti  

(kontrastováno těžkým kovem)



herpes simplex poxvirus paramyxovirus

adenovirus coronavirus
rotavirus

Fotografie virových částic (transmisní EM, negativní barvení)



Pylové zrno, 2500x zvětšení

SEM



Skenovací (rastrovací) elektronový mikroskop

Rastrovací elektronový mikroskop pracuje tak, že na vzorek dopadá tenký svazek 
elektronů, který dopadá postupně na všechna místa vzorku. Odražený 
(emitovaný) paprsek se převádí na viditelný obraz.

Detekují se odražené elektrony (studium povrchu, reliéfu), primární elektrony 
(prošlé vzorkem), sekundární elektrony (vyražené ze vzorku, používají se k 
analýze prvkového složení), někdy RTG fotony



Srovnání TEM a SEM



Příprava preparátu pro TEM













Imunoelektronová mikroskopie

Na protilátky navázány částečky 

koloidního zlata; možno současná 

detekce více patogenů – použijí se 

kuličky různé velikosti.

Imunoelektronová mikroskopie 

vykazuje mnohem vyšší citlivost v 

porovnání s klasickou elektronovou 

mikroskopií; v diagnostice se však 

obvykle nepoužívá.



Negativní kontrastování



Mrazové leptání a lámání



Stínění kovem





3-D elektronová mikroskopie, 

TEM tomografie







Využití elektronové mikroskopie pro diagnostiku

• rychlá metoda, výsledek do několika hodin

• Určení virů pomocí morfologické struktury, spolu s informacemi o klinickém 
průběhu onemocnění, často stačí ke stanovení prozatímní diagnózy nebo 
vyloučení mnohem závažnějšího infekčního onemocnění.

• virus musí být v klinickém materiálu v dostatečné koncentraci- (10˄9-10˄12 v 
1ml)

• zkoncentrování virů centrifugací
• možnost průkazu inaktivovaných virů
• průkaz všech virů v daném materiálu- neselektivní metoda
• klinický materiál: vezikulární tekutina, kožní léze, nosohltanový sekret, sliny, slzy, 

tekutina z bioptického materiálu nebo tkáňových kultur, moč, krevní sérum, 
mozkomíšní mok, stolice, bradavice, bioptický a autoptický materiál, tkáňové 
kultury a chorioalantois



• diagnostika pravých neštovic- přímá diagnostika tekutiny nebo oškrabků z lézí, 
které obsahují velké množství virových partikulí, umožňuje rychlou identifikaci 
viru 

• diferenciální diagnostika poxvirů a parapoxvirů oproti herpetickým virům
• V nosohltanových sekretech prokazujeme paramyxoviry, respirační synciciální

virus (RSV) a řadu dalších virů vyvolávajících respirační onemocnění.
• V mozkomíšním moku a v homogenátech mozkové tkáně bývají viry přítomny ve 

velmi malých koncentracích, nedostatečných pro přímou elektronovou 
mikroskopii. Přesto však lze některé viry v tomto klinickém materiálu prokázat. Je 
jím například virus příušnic nebo viry herpetických
encefalitid.

• „Neselektivnost“ elektronové mikroskopie má velký význam v diagnostice virů 
trávicího ústrojí. Ve filtrátech nebo extraktech stolice lze tak prokázat řadu virů, 
jako jsou astroviry, adenoviry, koronaviry a kaliciviry.


