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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 —

X110 -
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< Thermophilic streptococci

< AIDS virus

Protein molecule
Amino acid molecule

Rozlideni

0,2 um

Light optical microscope

Scanning electron
microscope (SEM)
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Transmission electron microscope (TEM)




* EM je diagnosticky nastroj, ktery umoznuje unikatni
vhled do

— morfologie vzorku
* tvar a velikost ¢astic (TEM)

— topologie

* povrchoveé vlastnosti (SEM)
— struktury, usporadani
« krystalografické vlastnosti (Elektronova difrakce)

— slozeni materialt
» prvkové sloZeni (Analyticka EM)




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




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.



Proc elektrony?

Elektron

Elektron ma naboj — negativni
Elektron je velmi lehky - 1800x leh¢i nez jaderne castice
Je vyrazné jednodussi elektrony uvolnit z orbitald

=> je moZné elektrony urychlit v elektrickém poli

Kdyz se uvolni elektrony z atomu ve vakuu, chovaji se jako svétlo N
eutron

Napétim lze regulovat délku viny elektronu

Pri 100 kV je vin delka 0,0038 nm.

Ackoliv v soucasnosti jsou TEMy vyuzivany s rozlisenim 0,1 nm. Vyssi rozliseni
znamena technické obtize.

Atom vodiku = 0,529 m = 0,05 nm
Jadro atomu =10 m=1fm




VInove viastnosti

V roce 1924 de Broglie postuloval dualitu ¢astice a vinéni, tzn. kazda
Castice se muze projevovat jako vinéni a naopak.

Veskera pohybujici se ¢astice ma vlastnosti viny s vin. délkou A,
ktera je neprimo umérna momentu hybnosti ¢astice p.

(h - Planckova konstanta; m - hmotnost; v - rychlost)

Myslenku duality castic a vinéni zaved! v roce 1905 Albert Einstein
pro objasnéni fotoelektrického jevu. Pozdéji byla experimentdlné
potvrzena i v souvislosti s jinymi jevy.



Jak je rozliSovaci schopnost ovlivnéna vinovou délkou

poor resolution

-

dlouha vina \/\/\

wavelength

-

kratka vina WVVV\

wavelength




Transmisni elektronovy mikroskop

Nepohyblivy svazek elektronu, detekuji se elektrony proslé vzorkem, vhodné
pro velmi malé objekty (viry, bakterie) pripadné se mikroskopuji rezy (napt. z
bunék), velkymi objekty elektrony neprojdou.

-vétsi vzorky (bunky) se pfed prohlizenim musi fixovat, odvodnit, zalit do
pryskyrice a narezat na ultramikrotonu

-malé vzorky (hlavné viry) se prichyti na sitku a negativné barvi (viz. protokol a
ukazkové fotografie vir()

Rastrovaci elektronovy mikroskop

Pohyblivy svazek elektront, detekuji se odrazené sekundarni elektrony (tedy
pouZziva se pro zobrazeni povrchu vzorku)
-vzorky se musi pred mikroskopovanim fixovat, odvodnit a vysusit
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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.
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Zdroj elektronu: elektronova tryska

Zdrojem elektront je ohnuty vodic-
viakno, kterym protéka proud — to je
katoda

— Nejcastejsi materialy vlakna
Wolfram (W)
Thermionin (LaB,)
Schottky (ZrO/W)

— Rozdily jsou v cené a vlastnostech — zejména
jasu

Elektrony v ohybu vypadavaji, proletu;ji
Stérbinou a nasledné jsou urychleny
smérem k anodé
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Fokusace elektronovéeho paprsku

Transmission

Lignt Microscopy Electran Microscopy

* kondenzorova , ¢ocka” (elektromagneticka
civka) soustredi svazek elektron( na preparat | i | — zoiceons

,cocky” objekt‘ivura !Jrnjektivvlf (ﬂaléi — —
elektromagnetické civky) sméruji elektrony,

které prosly preparatem, na fluorescencni

stinitko nebo specialni kameru, kde se vytvari

obraz.

Stinitko umoznuje prevedeni
elektromagnetického vinéni na svétlo.

Huorescentni

—  » stinitko

nebofa kamera
e
i

< Ji N
g ] N Lo
ki '.'\1)&‘

e
- 1

Image Viewed Image Viewed on
Directly Fluorescent Screen




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




Elektronovy svazek
(primarni elektrony) Odrazene elektrony

E, = 0,1-30 keV 50eV<Es<E,

Sekundarni elektrony

Auger/Rentgen/
E<50eV

Katodoluminiscence
Vzorek

Rozptyl elektron(
Primarni elektrony

O © |0

Atom vzorku

o Elektrony, ktera vzorkem projdou — ale nereaguiji s
nim, vytvari na fluorescen¢nim stinitku / kamere
svetlé body

o Elasticky rozptyl ohybem drahy v blizkosti jadra
zpusobi odklonéni elektront — Zadna energie neni z Elasticky rozptyl

elektrond
(velky uhel)
E= EI:I

elektronu prenesena do vzorku — el. nedopadnou na
stinitko a jsou registrovany jako tmava mista vzorku — Neelasticky rozptyl

tento rozptyl je pro TEM zasadni elektrond Prichod elektrond
(maly ahel) bez rozptylu

o Neelasticky rozptyl elektron( — reakce s elektrony E= E,-dE E,
vzorku

— zplsobuje maly odklon elektronu a tyto vytvafi v obraze vzorku
nespecifické rozmazani — pro TEM je nezadouci

— navic ¢ast energie z elektronu je prenesena do vzorku, tzn.

— zméni se vinova délka elektronu




V misté membrany
bunky je vyvazan
tezky kov, ktery
zpusobil odklon
vétsiny elektron;,
nebo jeho pohlceni

TEM vzorku kosti
(kontrastovano tezkym kovem)

Vétsina eletront
prosla timto mistem
aZ na stinitko
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be7ky Osteogytu v kanalcich




Fotografie virovych castic (transmisni EM, negativni barveni)

herpes simplex poXvirus

) ) rotavirus
adenovirus coronavirus




SEM
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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




Srovnani TEM a SEM

SEM

fokusovany do bodu, vychylovany radek

Elekt / k Siroky, staticky
ektronovy svaze SITOKY, staticky po Fadku

Urychlovaci napéti mnohem nizsi,

Urychlovaci el. napéti v rozsahu 60-300.000 voltu e T R |

MozZné skenovat siroké spektrum

Interakce elektron( Vzorek musi byt velmi tenky (50 nm) . o
vzorkU - jednoducha priprava

Potrebna informace je ziskana v

Snimani Elektrony musi projit skrze vzorek , :
Y e blizkosti povrchu vzorku

Svazek elektront je zaostreny na
Vyobrazeni stinitko cockou objektivu a zvétseny k
vytvoreni obrazu

Obraz je vytvaren v pribéhu rastrovani
(fadkovani) povrchu vzorku




Priprava preparatu pro TEM

Standardni metody:

* ultratenké rezy
* metoda negativniho kontrastovani

* imunoznaceni

freeze fracture and etching (mrazové lamani a leptani)

stinéni kovem

Specializované metody:

* kryo- transmisni elektronova mikroskopie




Vzorek musi byt velmi tenky a pro elektrony prostupny

Nejcastéji se pripravuje zalévanim do pryskyfice a poté se upravuje krajenim rezt o
pozadovaneé tloustce, které se ,dobarvuji” tézkymi kovy, ¢i protilatkami s
navazanymi nanocasticemi kovu (Au, Ag)

O

Vysouseni Zaliti do pryskyfice

Pfeneseni na m#izku Kontrastovani

|:> Mikroskopie




Fixace - aldehydy (glutaraldehyd, formaldehyd) - cilem je stabilizovat preparat co nejblize
nativnimu stavu

Postfixace - OsO4 —setrne a jemneé gelifikuje intracytoplazmaticke proteiny, dobre zachovava
strukturu biologickych membran a nadto stabilizuje a kontrastuje lipidy - vysoce toxicka |latka

Odvodneéni - vzestupna rada alkoholu, aceton

Prosyceni a zalévani - rostouci koncentraci pryskyrice. Dle typu tkané a pouzite techniky snimani.
* na epoxidove bazi—e.g. Durcupan

* na akrylatoveé bazi —e.g. LR White

* na polyesterove bazi - Vestopal W

Nejcasteji LRW. vzorek zality v p

Polymerace — teplem nebo ozarenim UV svetlem




Krajeni — vzorku v pryskyrici ultramikrotomem na
hladinu dH20.

Pfeneseni — Na sitky potazené formvarovou blanou se
naberou z hladiny ultratenkeé rezy.

(Pozitivni) Kontrastovani ultratenkych rezu

Ultratenké rezy maji minimalni kontrast. Ten zvysime
navazanim tézkych kovl na bunécné struktury.

Provadi se nakapnutim roztoku na mrizku se vzorkem. Nosné mifsky (sifky)

"
Protoze tézkeé kovy blokuji a rozptyluji tok primarnich
elektront, mista, kde se navazaly jsou tmava.




Mrizka

Specimen on a TEM grid Drzak mﬁiky—vzorku

\-’J‘aﬂf"

C)_...n.
Goniometer: x, w,r ZT g, t _Pustagc

Drzak mrizky-vzorku

Viewing :
Chamber




Kontrastovaci latky

Oxid osmicely — lipidy (membrany)
Ferokyanid

Octan uranylu - nukleove kyseliny a proteiny

Citrat olova — (precipitat, zrna) — membrany,
nukleové kyseliny, glykogen




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.




Negativni kontrastovani

Je uréena pro pozorovani vzorku jejichz velikost
je hluboko pod tloustkou ultratenkych fezid, napf.
riznych biologickych makromolekul (proteind,
lipoproteind, polysacharidd, nukleoproteinovych
komplexu), isolovanych bunéénych organel
(mitochondrie, membranoveé systémy) a celych
bunék (bakterie, viry).

Smichani vzorku vroztoku s fixacnim roztokem
- kyselina wolframova
— uranyl acetat, etc.

Naneseni na mrizku, zaschnuti, pozorovani
Rychla metoda

Kontrastovaci latka obali a zZasti penetruje
vzorek. Diky rozdilu hustoty ve vrstve
kontrastovaci latky na vzorku a v okoli se pak
castice jevi v nékterych oblastech transparentni.
Okolo castic je charakteristické tmavé ohraniceni
zpusobené vzlinanim kontrastovaci latky

NEGATIVE STAINING
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Mrazové leptani a lamani

Fixace, nahrazeni ¢asti vody v preparatu kryoprotektivem (PEG)
Zmrazeni v tekutém freonu (-160°C), preneseni do tekutého dusiku (-196°C)
Lom vzorku (aparatura pro mrazové lamani, vakuum, -190°C)

Odsublimovani ¢asti vody z lomné plochy pfi (etching, -100°C)

Pokoveni lomné plochy: Pt (pod uhlem 45°) a C (pod uhlem 90°)

- vytvoreni tzv. uhlikové repliky (20 nm)
Cisténi replik - odstranéni veskerého
biologickeho materialu kyselinami

Pfenos fezl na nosné sitky

s formvarovou blanou, pozorovani

http://www.tobiasrose.co.uk/mrbevis/ebpf.html

Metoda pro zobrazovani povrchu lomnych ploch membranovych struktur




Stineni kovem

r . r W 4 ” I 4 # SpeCImBﬂ
» Stinovani spociva v pokryvani preparatu

tenkou vrstvou kovu. Pri pokovovani je
preparat naklonény, coz zajisti zvyraznéni
jemnych fibrilarnich struktur a detail(

g - heavy metal evaporated from
malych makromolekul, napr. kolagenu, a filament “shadows” the
DNA, RNA, ribozom( nebo bunécné stény. gl

support

pokovovani se provadi ve vakuu (10 Pa)
2

a strengthening film of carbon
evaporated from above

T

pokovovacCka s komorou pro vytvoreni podtlaku
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3-D elektronova mikroskopie,

TEM tomografie

Naklanénim (otacenim) vzorku v mikroskopu a naslednym
prosvécovanim eletronovym svazkem, je ziskana série obrazu, ze
kterych je zpetnou projekci vytvorena 3D morfologie objektu.
Technika poskytuje vysoké rozliseni, ale je limitovana velikosti
analyzovanych objekt(l. Radové desitky nm. Proto se vyuZiva pro
analyzy struktury molekul, proteint, krystalt. Zejména pro
krystalografii ma své vyhody vzhledem k tomu, Ze Ize vynechat
nezbytny krok krystalizace vzorku.

Pri vyuziti technik kontrastovani biologickych vzork( dochazi ke
vzniku mnoiZstvi artefakti. Proto se v soucasnosti technika
tomografie vyuZiva nejvice v souvislosti s Cryo-eletronovou
mikroskopii, pfi které je vzorek pozorovan za nizkych teplot (-
1800C) bez nutnosti kontrastovani. Viz nasledujici prenasky.

Electron source

Electron beam

Specimen on grid

2D projections

Alignment and reconstruclion

Segmentation and rendering




Nevyhody EM

'

Drahy a prostorové narocny pristroj

Pozorovani jen ultratenkych rezu (naroc¢né na

pripravu preparatu)

Umisténi preparatu ve vakuu znemoznuijici

pozorovani zivych organismu



Priklady vyuziti elektronové mikroskopie v mediciné
(uzivano jako doplnkova metoda upresnéni diagnozy)

Diagnostika nemoci ledvin — detekce strukturnich zmeén glomerulu, detekce
depozit imunokomplex

Diagnostika svalovych onemocnéni

Diagnostika poruch metabolismu

Detekce virl

Lupu nephiritis of kidney imaged with Renal biopsy of diseased kidney tissue TEM of Zika Virus. Virus particles

TEM are 40 nm in diameter, with an

outer envelope and an inner dense
core.

Courtesy of Cynthia Goldsmith,
CDC.




Vyuziti elektronové mikroskopie pro diagnostiku

® rychla metoda, vysledek do nékolika hodin

e Urceni vird pomoci morfologické struktury, spolu s informacemi o klinickém
pribéhu onemocnéni, asto staci ke stanoveni prozatimni diagndzy nebo

VvV ewvV/

e virus musi byt v klinickém materialu v dostatecné koncentraci- (1079-10712 v
1ml)

e zkoncentrovani virl centrifugaci
* moznost prukazu inaktivovanych vir(
e prukaz vSech vir( vdaném materialu- neselektivni metoda

e klinicky material: vezikularni tekutina, kozni |éze, nosohltanovy sekret, sliny, slzy,
tekutina z bioptického materialu nebo tkanovych kultur, moc, krevni sérum,
mozkomisni mok, stolice, bradavice, biopticky a autopticky material, tkanové
kultury a chorioalantois



diagnostika pravych nestovic- prima diagnostika tekutiny nebo oskrabk( z lézi,
které obsahuji velké mnozstvi virovych partikuli, umoznuje rychlou identifikaci
viru

diferencialni diagnostika poxvirt a parapoxvirt oproti herpetickym virdm

V nosohltanovych sekretech prokazujeme paramyxoviry, respiracni syncicialni
virus (RSV) a radu dalSich virt vyvolavajicich respiracni onemocnéni.

V mozkomisnim moku a v homogenatech mozkoveé tkané byvaiji viry pfitomny ve
velmi malych koncentracich, nedostatecnych pro primou elektronovou
mikroskopii. Presto vSak Ize nékteré viry v tomto klinickém materialu prokazat. Je
jim napriklad virus priusnic nebo viry herpetickych

encefalitid.

,Neselektivhost” elektronové mikroskopie ma velky vyznam v diagnostice vir(
traviciho ustroji. Ve filtratech nebo extraktech stolice |ze tak prokazat fadu vir(,
jako jsou astroviry, adenoviry, koronaviry a kaliciviry.



