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SAZETAK

Pretrazni elektronski mikroskop (SEM) koristi snop elektrona za pretrazivanje povrSine
uzorka. SEM omogucuje analizu povrSinske strukture mikroorganizama, a fokus ovog rada je
njegova upotreba u mikrobiologiji i1 dijagnostici zaraznih bolesti. U radu je opisan povijesni
razvoj mikroskopije, grada i rad pojedenih dijelova mikroskopa, proces nastanka slike i u¢inci
koji utjecu na njezinu kvalitetu. Objasnjen je proces medudjelovanja elektrona s uzorkom te
nastanak razlicitih vrsta signala koji pruzaju informacije o gradi i sastavu uzoraka. Naglasak
ovog rada je na opisu procesa pripreme mikrobioloskih uzoraka za SEM analizu te problemima
koji se javljaju tijekom tog procesa. Inovacije u pripremi uzoraka predstavljene su kroz
aktualna istrazivanja koja pokazuju potencijal za koristenje SEM-a u klini¢koj dijagnostici
zaraznih bolesti. Rad SEM-a opisan je na prakticnom primjeru analize bakterija Pseudomonas
fluorescens 1 Klebsiella pneumoniae, snimljenih na FEG SEM-u JSM-7800F u Laboratoriju za

pretraznu elektronsku mikroskopiju SveuciliSta u Rijeci.

Kljuéne rijeci: pretrazni elektronski mikroskop, mikrobioloski uzorci, priprema uzoraka,

zarazne bolesti, klinicka dijagnostika



1. UVOD

Pretrazni elektronski mikroskop (eng. Scanning Electron Microscope, SEM) vrsta je
elektronskog mikroskopa koji koristi snop elektrona za pretrazivanje povrSine uzorka. SEM se
koristi u mnogim znanstvenim disciplinama zbog sposobnosti stvaranja visokorazlucivih slika
materijala na mikro 1 nano skali. SEM omogucuje vizualizaciju povrSinskih struktura
mikroorganizama ukljucujuéi bakterije, viruse, gljivice i druge mikroorganizme te je zato
vazan alat u podru¢ju mikrobiologije. Proucavanje morfologije mikroorganizama klju¢no je za
njihovu identifikaciju 1 klasifikaciju te razumijevanje njihovog razvoja, a brza identifikacija
patogenih mikroorganizama omogucava pravovremenu dijagnozu i lije€enje zaraznih bolesti,
posebno u slu¢ajevima gdje su tradicionalne metode prespore.

U ovoj se radnji kroz Cetiri poglavlja opisuje rad i upotreba SEM-a. U drugom poglavlju dan
je kratak povijesni pregled mikroskopije koji je doveo do razvoja i upotrebe SEM-a u danaSnje
vrijeme. Zatim su razradeni dijelovi SEM-a, fizikalni principi koji stoje iza njegovog rada,
proces nastanka slike i1 efekti koji se u tom procesu pojavljuju. Tre¢e poglavlje bavi se
metodama pripreme mikrobioloskih uzoraka i napretkom u tim metodama. Analiza
mikrobioloskih uzoraka na JEOL FEG SEM-u JSM-7800F opisana je u ¢etvrtom poglavlju. Na

kraju radnje iznesen je zakljucak koji saZzima sve kljucne pojmove i obradene rezultate.



2. PRETRAZNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP (SEM)

Pretrazni elektronski mikroskop sofisticirani je uredaj koji se istice svojom sposobnoscu
stvaranja visokorazlucivih slika povrSine uzoraka. Njegova grada ukljucuje elektronski top,
magnetske le¢e, usmjeravajucu zavojnicu, vakuumski sustav te razli¢ite detektore, od kojih
svaki ima odredenu ulogu u procesu stvaranja slike. U nastavku ovog poglavlja prikazan je
kratak pregled povijesnog razvoja mikroskopije, a nakon toga su predstavljeni kljucni dijelovi

mikroskopa, pri ¢emu je posebna paznja posvecena objasnjenju njihovog nacina rada.
2.1. Povijest mikroskopije

Mikroskopija je znanstvena disciplina koja proucava objekte na mikroskopskoj razini,
omogucujuéi vizualizaciju i istrazivanje objekata koji nisu vidljivi ljudskom oku. Njezina
bogata povijest datira stolje¢ima unatrag. U nastavku slijede kljuéne godine i1 prekretnice u

povijesti ove znanstvene discipline.

e ~4000. pr. Kr.: Dostupni dokazi ukazuju na to da su drevne kineske civilizacije prije
viSe od 4000 godina primjenjivale tehnike povecanja, razvijajuci razne instrumente.

e ~300. pr. Kr.: Euklid je zabiljeZio pojavu uvecanja pomocu staklene lece, dok je
Seneka prosirio koncept povecanja povezujuci ga s lomom svjetlosnih zraka.

e ~1000. godina: Izum lec¢a za Citanje predstavljao je revolucionarni korak u optici,
omogucujuci povecanje teksta radi poboljSane Eitljivosti.

e ~1284. godina: Salvino D'Armate zasluZan je za izum prvih naocala.

e 1609. godine Galileo Galilei samostalno je razvio svoj vlastiti mikroskop,
predstavljaju¢i unapredenje u odnosu na dotada$nje jednostavne mikroskope s
jednom le¢om. Njegovo postignuce bilo je znacajno jer je kombinirao le¢e kako bi
postigao vece povecanje. Galilejev prijatelj, Giovanni Faber, zasluzan je za naziv
instrumenta ,,mikroskop®, izraz koji potjeCe od grckih rijeci micron, Sto znaci
»,malen* i skopein $to znaci ,,promatrati“ [1].

e 1655. godine Robert Hooke uveo je znanstveni pojam ,,stanica“ nakon promatranja
plutajuceg tijela pod mikroskopom. Svoje otkri¢e objavio je u knjizi Micrographia.

e 1729. godine Chester Moore izumio je akromatsku lecu koja sluzi za ispravljanje

kromatske aberacije.



1676. godine Antonie van Leeuwenhoek, poznat kao ,,otac mikroskopije®, izumio

je mikroskop s dovoljno velikim povecanjem za promatranje bakterija.

e 1942. godine Ernst Ruska konstruirao je prvi elektronski mikroskop, koji koristi
snop elektrona za stvaranje slike.

e 1978. godine Thomas i Christoph Cremer razvili su prvi konfokalni laserski
pretrazni mikroskop, koriste¢i fokusiranu lasersku zraku za pretrazivanje objekata.

e 1900. - danas: Znanstveni napredci tijekom 20. stolje¢a omogucili su lijeCenje

mnogih bolesti zahvaljuju¢i sposobnostima vizualizacije mikroskopa. U 20.

stoljecu, zabiljezeno je masovno Sirenje trziSta mikroskopa, pra¢eno znacajnim

poboljsanjima u povecanju, osvjetljavanju uzoraka i izvorima svjetlosti [2].

U suvremenom svijetu, pretrazni elektronski mikroskop ima Sirok spektar primjena u znanosti
i industriji. SEM je vrsta elektronskog mikroskopa koji koristi fokusirani snop elektrona za
pretrazivanje povrsine uzorka. Prednost SEM-a je njegova sposobnost stvaranja slika iznimno
visoke razlucivosti i dubine polja te mogucnost znatno veceg povecanja u usporedbi s optickim

mikroskopima.



2.2. Grada i princip rada SEM-a

Gradu pretraznog elektronskog mikroskopa karakterizira paZljivo uskladen postav koji
omogucuje precizno usmjeravanje elektronskog snopa i pretrazivanje povrsine uzorka, kao sto
je prikazano na slici 2.1. Osnovni dijelovi SEM-a su:

e clektronski top,

sustav elektromagnetskih leca,
e detektori,

e usmjeravajuca zavojnica,

e komora za uzorke,

e vakuumski sustav,

e racunalo i operacijski sustav te

e odgovarajuci softver za slikanje.

elektronski top

“y—"" — kondenzorska le¢a
—

== p apertura objektiva

?——?:)-— usmjeravajuéa zavojnica

— ]

sustav za pretrazivanje

_

monitor (CRT) HC'

—

D
=" obrada slike putem raéunala

——

Slika 2.1. Shematski prikaz SEM-a [3]



2.2.1. Elektronski top

Elektronski top je komponenta elektronskog mikroskopa koja sluzi kao izvor elektrona.
Pozicioniran je na samom vrhu mikroskopske kolone, a svrha mu je emisija i ubrzanje
elektrona, odnosno stvaranje visokoenergetskog snopa elektrona nuznog za snimanje uzorka.
Postoje dvije glavne podjele elektronskih topova: top s termickom emisijom (eng. Thermal
Emission, TE) gdje su najznacajniji izvori elektrona volframova nit, CeBs i LaBg¢ te top s
emisijom polja (eng. Field Emission Gun, FEG), gdje se kao izvor koristi volframov $iljak, a
dijelimo ih na Schottky FEG i hladni FEG. Osim u elektronskim mikroskopima, elektronski
topovi koriste se u raznim znanstvenim i tehnoloSkim podrucjima ukljucujuéi ubrzivace
Cestica, katodne cijevi i tehniku zavarivanja elektronima (eng. Electron Beam Welding, EBW).
U daljnjem tekstu, detaljno je opisan elektronski top s emisijom polja, jer je SEM koji je
koriSten za analizu uzoraka u zavrSnom dijelu radnje Jeolov pretrazni elektronski mikroskop s

hladnom emisijom polja JSM-7800F.

2.2.1.1. Elektronski top s hladnom emisijom polja

FEG vrsta elektronskog topa koristi efekt emisije elektrona poljem. Do efekta dolazi kada se
katoda postavi u jako elektricno polje. Umjesto povecanja energije elektrona, kod emisije
elektrona poljem smanjuje se potencijalna barijera unutar materijala katode kako bi se
omogucio efekt tuneliranja [4]. Grada ove vrste elektronskog topa prikazana je na slici 2.2.
Katoda je sastavljena od tanke volframove Zice na koju je zavaren volframov kristal polumjera
100 nm [5]. Da bi se izbjeglo medudjelovanje s atomima plinova te da bi se uspjesno
uspostavila emisija elektrona, ovaj je sustav potrebno drzati pod visokim vakuumom od
priblizno 1078 Pa. Kristal, koji ¢ini izvor elektrona, smjesten je u jako elektri¢no polje.
Ekstrakcijska anoda spojena je na pozitivan pol izvora i nalazi se na visokom potencijalu §to
omogucuje efekt tuneliranja elektrona iz izvora. Ona u svojem srediStu ima pukotinu koja
propusta samo elektrone bliske srediSnjoj osi. Ispod nje se nalazi ubrzavajuca anoda kojom je
moguce kontrolirati energiju emitiranih elektrona. Dobivena zraka elektrona ponasa se kao
mali izvor promjera 5 do 10 nm [5]. Usporedbom s TE vrstom topova, ovaj elektronski top
proizvodi puno uzu zraku $to u konacnici omogucuje viSu razlucivost dobivenih slika, dok

Schottky FEG pruza stabilniju emisiju elektrona, ali 1 nizu razluc€ivost.



izvor napona

ekstrakcijskijnapon

. +
1Zvor

ekstrakcijska anoda .

ubrzavajuci napon

+
ubrzavajuca anoda

Slika 2.2. Grada elektronskog topa s emisijom polja [6]

2.2.2. Sustav elektromagnetskih le¢a

U SEM-u, le¢e imaju kljuénu ulogu u kontroli i usmjeravanju elektronskog snopa. U
elektronskim mikroskopima koriste se magnetske lece, za razliku od optickih mikroskopa gdje

se koriste opticke lece.

opti¢ka os okvir

zavojnica

polovi

Slika 2.3. Konstrukcija magnetske lece [5]

Na slici 2.3. nalazi se shema magnetske lece. Sastoji se od zavojnice i metalnog okvira. Kada
zavojnicom protjece elektricna struja, oko nje se stvara magnetsko polje prema Amperovu

zakonu:

$.B -dl = ol @2-1)



gdje B oznacava magnetsku indukciju, d/ infinitezimalni element duz putanje integracije, p,
permeabilnost vakuuma, a / ukupnu struju koja prolazi kroz povrSinu omedenu krivuljom C.
Nastalo magnetsko polje sluzi za usmjeravanje elektrona, odnosno zasluzno je za efekt lece.
Klju¢no svojstvo magnetske lece jest moguénost prilagodbe njezine jaCine, a provodi se
promjenom struje kroz zavojnicu prema relaciji (2-1). Na metalnom okviru nalazi se mali otvor
koji propusta magnetsko polje prema opti¢koj osi mikroskopa. Na slici 2.4. prikazane su silnice
induciranog magnetskog polja. Na elektrone koji prolaze blize opti¢koj osi mikroskopa,
magnetsko polje djeluje slabije Sto je karakterizirano manjom gusto¢om magnetskih silnica,
dok na one elektrone koji su udaljeniji od osi djeluje snaznije, odnosno nastoji ih usmjeriti

natrag prema osi.

zraka elektrona

-

opticka os

Zeljezni okvir

silnice
magnetskog polja

x fokus

LS

'

Slika 2.4. Utjecaj magnetskog polja na snop elektrona [7]

Unutar SEM-a postoji sustav magnetskih leca koji se sastoji od kondenzorske lece i objektiva.
Nakon $to elektroni napuste podrucje elektronskog topa, ubrzani su naponom kao §to je opisano
u poglavlju 2.2.1.1. Prolaze kondenzorskom le¢om, koja sluzi za konvergiranje upadne
divergentne elektronske zrake, elektromagnetom za usmjeravanje elektronskog snopa te

objektivom, koji fokusira snop u §to manju to¢ku na povrsini uzorka (sl. 2.1).



2.2.3.

Detektori

Detektori su uredaji koji sluze za prikupljanje razli¢itih vrsta signala koji nastaju kao posljedica

medudjelovanja primarnih elektrona (elektroni koji dolaze iz izvora) s uzorkom. Svaki od

nastalih signala zahtjeva odredenu vrstu detektora pa tako, izmedu ostalih, postoje:

(@]

(@]

©)

(@]

o

(@]

detektor za sekundarne elektrone (eng. Secondary electron detector, SED),

detektor za povratno-rasprsene elektrone (eng. Backscattered electron detector, BED),
detektor za karakteristicne rendgenske zrake (eng. Energy dispersive spectroscopy,
EDS),

detektor za Augerove elektrone (eng. Auger electron spectroscopy, AES),

detektor katodoluminiscencije (eng. Cathodoluminescence, CL) i

detektor za transmitirane elektrone (eng. Transmission electron detector, TED).

Razli¢iti detektori pruzaju nam razli¢ite informacije istog uzorka.

2.2.4.

Usmjeravajuéa zavojnica

Usmjeravaju¢a zavojnica ima ulogu usmjeravanja fokusiranog elektronskog snopa preko

povrsine uzorka. Elektronski snop prelazi po povrsini uzorka u horizontalnom i vertikalnom

smjeru. Moguce su varijacije u konfiguraciji i broju koristenih zavojnica, no ve¢ina mikroskopa

koristi dva para zavojnica za kontrolu snopa u dva smjera. Promjenom struje kroz zavojnice,

snop se krece red po red od vrha do dna uzorka stvaraju¢i rasterski uzorak snimanja prikazan

na slici 2.5.

red1 [ ~ " N
red 2 s
red 3 o ==
zadnji | = ]
red
~.
. < My ‘
zraka elektrona povratak povratak "
horizontalno vertikalno

Slika 2.5. Rasterski uzorak snimanja [8]



2.2.5. Komora za uzorke

Komora za uzorke nalazi se na dnu mikroskopa. Tijekom snimanja, komora je odrzavana pod
vakuumom. Unutar komore nalaze se: stalak za uzorke, drza¢ uzoraka i detektori. Komora za
uzorke opremljena je i vratima koja omogucavaju korisniku umetanje i uklanjanje uzoraka.
Vrata su dizajnirana tako da se mogu hermeticki zatvoriti $to je bitno za odrzavanje vakuuma

unutar komore.

2.2.6. VakuumsKki sustav

Tijekom snimanja, kolona i komora za uzorke moraju biti pod visokim vakuumom kako bi se
elektroni slobodno kretali bez sudara s molekulama zraka. Vakuum je potreban za sprjecavanje
oksidacijskog oSte¢enja unutar elektronskog topa. U koloni SEM-a, koji za izvor elektrona
koristi elektronski top s emisijom polja, odrzava se izuzetno nizak tlak, postizu¢i vrijednosti

do 107 Pa, dok se u komori za uzorke tlak odrZava na razini od 10~° Pa.

2.2.7. Racunalo i operacijski sustav

Pretrazni elektronski mikroskopi u dana$nje se vrijeme upravljaju putem racunala opremljenim
odgovaraju¢im softverskim sustavima. Korisnicima mikroskopa omoguceno je lako
pristupanje 1 Sirok spektar kontrola koje ukljucuju gotovo sve segmente rada mikroskopa. Neke
od moguénosti su: prilagodba parametara elektronskog snopa, precizno pozicioniranje uzoraka
u komori, odabir i prilagodba detektora za specificne potrebe snimanja, upravljanje
vakuumskim sustavom 1 mnoge druge. Postoje razni softveri koji sadrze alate za obradu slika

u stvarnom vremenu, analizu i interpretaciju podataka te njihovo spremanje i organizaciju.

2.3. Nastajanje slike

Proces nastajanja slike putem SEM-a temelji se na medudjelovanju primarnih elektrona s
uzorkom. Kad primarni elektroni pogode povrSinu promatranog uzorka, dolazi do
medudjelovanja koje rezultira razli¢itim signalima potrebnim za stvaranje slike. U nastavku je
opisano medudjelovanje elektrona s uzorkom, obujam medudjelovanja te neke vrste signala

koji nastaju kao posljedica tih medudjelovanja.



2.3.1. Obujam medudjelovanja

Elektroni koji udu u uzorak ne slijede linearnu putanju, ve¢ se visestruko rasprsuju uslijed
medudjelovanja s atomima uzorka. Obujam medudjelovanja definira se kao obujam unutar
kojeg primarni elektroni medudjeluju s atomima uzorka, a ovisi o energiji primarnih elektrona
te atomskom broju i gusto¢i materijala uzorka. Slika 2.6. prikazuje skicu koja ilustrira obujam
medudjelovanja za razliite vrste signala. Veca energija upadnih elektrona uzrokuje veci
obujam medudjelovanja zato Sto omogucava elektronima dublje prodiranje u materijal prije
nego Sto izgube energiju i1 apsorbiraju se. S druge strane, vec¢i atomski broj i gusto¢a uzorka
povecavaju vjerojatnost medudjelovanja elektrona s atomima uzorka Sto dovodi do veéeg

gubitka energije unutar manjeg obujma.

upadna zraka

Auger e~

povrSina uzorka

sekundarni e”

karakteristicne
rendgenske zrake

obujam
medudjelovanja

povratno
raspréeni e

Bremssrahlung X-zrake

Slika 2.6. Obujam medudjelovanja [9]

2.3.2. Medudjelovanje elektrona s uzorkom

Primarni elektroni mogu na viSe na¢ina medudjelovati s atomima uzorka. MozZe do¢i do
elasticnog 1 neelasti¢nog rasprsenja $to u konacnici dovodi do stvaranja raznih vrsta signala
koji su prikazani na slici 2.7. Svaki od prikazanih rezultata medudjelovanja pruza razlicite

informacije o svojstvima uzroka.
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upadna zraka elekirona

povratno rasprseni

X-zrake :
elektroni

katodoluminiscencija Auger

elektroni

sekundarni
elektroni

apsorbirani uzorak

elektroni

transmitirani elektroni

Slika 2.7. Vrste signala koje nastaju kao posljedica medudjelovanja [5]

2.3.3. Sekundarni elektroni

Sekundarni elektroni nastaju putem neelastinih sudara primarnih elektrona s valentnim
elektronima atoma uzorka i imaju relativno niske energije, do 50 eV. Broj detektiranih
sekundarnih elektrona ovisi o kutu upadne zrake; okomita zraka rezultira manjim brojem
detektiranih sekundarnih elektrona jer prodire dublje u uzorak, $to smanjuje vjerojatnost da ¢e
emitirani elektroni dose¢i povrsinu. S druge strane, kada snop elektrona upada pod oStrijim
kutom, sekundarni elektroni se emitiraju blize povrsini uzorka §to omogucuje detekciju veceg
broja sekundarnih elektrona. Slika 2.8., nastala pomoc¢u sekundarnih elektrona, prikazuje
razliku u osvjetljenju povrsine kristala volframovog oksida. Ve¢i broj sekundarnih elektrona
detektira se iz podrucja s upadnim kutom manjim od 90°, §to je prikazano svjetlijim dijelovima
na slici, dok su podruc¢ja s okomitim upadom tamnija zbog manjeg broja detektiranih
sekundarnih elektrona. Zbog navedenog svojstva, sekundarni elektroni koriste se za

promatranje topografije povrsine uzorka.

Slika 2.8. Slika kristala volframovog oksida nastala pomoc¢u
sekundarnih elektrona [5]
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2.3.4. Povratno rasprseni elektroni

Povratno rasprseni elektroni su elektroni koji nastaju kao rezultat elasti¢nih sudara primarnih
elektrona s atomima uzorka. Zbog toga Sto nakon sudara zadrzavaju veéinu svoje energije,
imaju vecu energiju od sekundarnih elektrona te samim time pruzaju informacije o nesto
dubljim slojevima uzorka. Broj povratno rasprSenih elektrona ovisi o atomskom broju
elemenata u uzorku. Materijali s ve¢im atomskim brojem stvaraju veéi broj povratno rasprSenih
elektrona jer njihovi atomi imaju vecu masu, povecavaju¢i tako vjerojatnost elasticnog
rasprSenja. Navedeno se svojstvo koristi za prikupljanje informacija o sastavu uzorka. Slika
2.9. a) dobivena je putem povratno rasprsenih elektrona, a snimljeni uzorak aluminija i bakra
prikazuje razliku u osvjetljenju koja nastaje kao posljedica ovisnosti atomskog broja i broja
detektiranih povratno rasprSenih elektrona. Medudjelovanje primarnih elektrona s atomima

bakra i aluminija ilustrirano je na slici 2.9. b) i c¢).

Aluminium 4 1] eliel epe

Al Al

Al

Al Al

Al

Slika 2.9. a) SEM slika uzorka koji sadrzi aluminij i bakar nastala pomoc¢u povratno
rasprsenih elektrona, ilustracija medudjelovanja primarnih elektrona s atomima b)
bakra i ¢) aluminija i nastanak povratno rasprsenih elektrona [10]

2.3.5. Karakteristi¢ne rendgenske zrake

Svaki element sadrzi specificne energetske razine u atomu, a prijelazi izmedu energetskih
stanja stvaraju karakteristicne rendgenske zrake. Ove rendgenske zrake dobile su ime
,karakteristicne* jer njihova energija ovisi o strukturi atoma iz kojih potjecu. U procesu
medudjelovanja snopa s uzorkom, visokoenergetski elektroni iz snopa imaju dovoljno energije

da izbiju elektrone iz unutarnjih ljuski atoma u materijalu uzorka. Elektroni iz visih energetskih
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stanja zatim popunjavaju ,,prazninu‘ pri ¢emu se emitira energija u oblika fotona rendgenske
zrake. Karakteristi¢ne rendgenske zrake povoljne su za analizu sastava uzorka putem energo
disperzivne spektroskopije (eng. Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) ili spektroskopije
disperzije valne duljine (eng. Wavelength Dispersive Spectroscopy, WDS). EDS je metoda
kojom se mjeri energijski spektar karakteristi¢nih rendgenskih zraka pomocu poluvodickog
detektora, a zatim identificira sastavne elemente uzorka (kvalitativna analiza) iz vrijednosti
energije spektra te odreduje koncentracije identificiranih sastavnih elemenata iz intenziteta
spektra (kvantitativna analiza) [11]. Takoder, moguce je dobiti dvodimenzionalnu raspodjelu

elemenata u uzorku, poznatu kao ,,mapiranje*, a primjer takve analize prikazan je na slici 2.10.

Slika 2.10. a) SEM slika nastala pomocu BSE detektora, mape kristalnih i staklastih
faza unutar vulkanske stijene nastale pomoéu EDS detektora rendgenskih zraka: b)
kvare, c) piroksen i d) plagioklas [12].

2.3.6. Transmitirani elektroni

Elektroni koji prolaze kroz uzorak nazivaju se transmitiranim elektronima. Broj transmitiranih
elektrona obrnuto je proporcionalan debljini uzorka. Deblji dijelovi uzorka ¢e propustiti manje
elektrona pa ¢e to podrucje na slici biti tamnije, dok ¢e tanji dijelovi uzorka propustiti vise
elektrona pa ¢e to podrucje izgledati svjetlije. Za razliku od detektora za sekundarne elektrone,
povratno rasprSene elektrone te rendgenske zrake, koji se nalaze iznad uzorka, detektor za
transmitirane elektrone se nalazi ispod uzorka. Ovaj detektor, zbog navedenih svojstava

transmitiranih elektrona, omogucuje analizu unutrasnje strukture uzorka.
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2.4. Ucinak nabijanja

Ucinak nabijanja javlja se tijekom promatranja nevodljivih uzoraka. Kad primarni elektroni iz
snopa udu u uzorak, gube energiju i nakon nekog vremena apsorbiraju se u njemu. U slucaju
vodljivih uzoraka, elektroni mogu proci kroz uzorak i naposljetku se uzemljiti putem stalka za
uzorke, ¢ime se sprjecava nakupljanje negativnog naboja. Kod nevodljivih uzoraka, elektroni
ne mogu pro¢i kroz uzorak, ve¢ dolazi do nakupljanja negativnog naboja. Ako je broj elektrona
koji ulaze u uzorak veci od broja elektrona koji izlaze iz uzorka, dolazi do negativnog nabijanja

uzorka, odnosno do ucinka nabijanja.

2.4.1. Utjecaj ucinka nabijanja na SEM sliku

Uc¢inak nabijanja znaajno utjece na kvalitetu slike. Ako negativnim nabijanjem nastane
dovoljno visoki (negativni) potencijal, on utjeCe na snop primarnih elektrona koji dolaze do
uzorka i skre¢e njegovu putanju zbog odbojne Coulombove sile. Takoder, ako dode do naglog
praznjenja, snop se na trenutak vrac¢a na svoju prvotnu poziciju. Takav utjecaj uzrokuje

izobli¢enje slike kao Sto je slucaj prikazan na slici 2.11.

Slika 2.11. Izoblicenje slike nastalo zbog ucinka nabijanja [5]

Kod promatranja nevodljivih uzoraka, efekt nabijanja se moze izbjec¢i primjerice koriStenjem
niskog vakuuma (eng. Low Vacuum SEM, LVSEM). Smanjenjem vakuuma, plin u komori
medudjeluje s elektronskim snopom 1 dolazi do ionizacije. Pozitivni ioni plina neutraliziraju

uzorak 1 time suzbijaju ucinak nabijanja. Bitno je napomenuti da se LVSEM koristi kod
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promatranja uzoraka s manjim povecanjima. Na slici 2.12. vidljivo je da koriStenje niskog

vakuuma rezultira ve¢om kvalitetom slike kod snimanja nevodljivih uzoraka.

Slika 2.12. Primjer slika nevodljivog uzorka nastalih upotrebom visokog i niskog
vakuuma tijekom snimanja [5]

2.4.2. NapraSivanje uzorka

Postoji vise metoda kojima se sprjecava ili smanjuje utjecaj u¢inka nabijanja, a najcesce se
koristi metoda naprasivanja uzorka. U tom se slucaju nevodljivi uzorak prekriva tankim slojem
visokovodljivog metala, kao §to je zlato, platina ili legure zlata i paladija te platine i paladija
[5]. Debljina vodljivog sloja obi¢no iznosi nekoliko nanometara. NapraSivanje uzorka

omogucuje vodljivost povrsine uzorka i time sprjeava nezeljeno nakupljanje naboja.

2.5. Prednostii nedostaci SEM-a

Razumijevanje prednosti i nedostataka SEM-a klju¢no je za njegovu ucinkovitu upotrebu i
procjenu prikladnosti za specifi¢na istrazivanja.

Buduéi da su valne duljine elektrona do sto tisu¢a puta manje od valnih duljina vidljive
svjetlosti, SEM moze razluciti detalje stotine tisu¢a puta manje od optickih mikroskopa [13].
Osim toga, kontrast 1 velika dubina fokusa omogucuju trodimenzionalnu analizu koja je u
mikrobiologiji bitna za prouCavanje slozenih struktura mikroorganizama. Takoder, zbog
mogucnosti koriStenja raznih vrsta detektora, SEM pruza §irok raspon informacija o uzorku
kao §to su struktura povrSine, elementarni sastav uzorka i raspodjela elemenata te gustoca i
debljina uzorka. Mnoge vrste SEM-a pruzaju moguénost promatranja uzoraka u stvarnom

vremenu i time omogucuju brzu analizu uzoraka i prilagodbe tijekom snimanja.
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Jedan od glavnih nedostataka SEM-a je visoka cijena opreme i odrzavanja. Da bi SEM ispravno
radio, potrebno je Cesto odrzavanje, ukljucujuci periodi¢nu zamjenu potrosnih dijelova, kao Sto
su filamenti u elektronskom topu, te redovitu kalibraciju elektronickih komponenti [14]. Drugi
nedostatak SEM-a je zahtjevan proces pripreme uzoraka za snimanje, koji je detaljnije opisan
u poglavlju 3.1. Ovaj proces moze biti dugotrajan i1 zahtijevati dodatnu opremu. Koristenje
SEM-a takoder donosi odredena ogranicenja. Budu¢i da se snimanje odvija u uvjetima visokog
vakuuma, odredene vrste uzoraka, ukljucuju¢i neke bioloske materijale, ne mogu biti
analizirane s visokovakuumskim SEM-om. Osim toga, neki osjetljivi uzorci mogu biti oSteceni

tijekom snimanja.
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3.  MIKROBIOLOSKI UZORCI

Mikrobiologija je znanstvena disciplina koja se bavi proufavanjem mikroorganizama i
njihovog medudjelovanja s okolinom i drugim organizmima. Prema podrucju istrazivanja dijeli
se na bakteriologiju, virologiju, mikologiju i parazitologiju, a prema namjeni na medicinsku,
veterinarsku, poljoprivrednu i tehni¢ku mikrobiologiju; medicinska mikrobiologija dijeli se na
opc¢u, klinic¢ku i sanitarnu [15]. U ovom su poglavlju opisane metode pripreme mikrobioloskih
uzoraka za SEM analizu te napredci u procesu pripreme i primjena SEM-a u klinic¢koj

mikrobiologiji.
3.1. Priprema mikrobioloskih uzoraka za SEM analizu

Prije analize zeljenog uzorka, potrebno ga je provesti kroz proces pripreme. Taj se proces
razlikuje ovisno o vrsti promatranog uzorka, a osjetljivi materijali zahtijevaju posebnu brigu i
dulje vrijeme pripreme. Cilj ovog procesa je pripremiti uzorak na uvjete snimanja unutar
mikroskopa kako bi se dobili kvalitetni 1 vjerodostojni podatci. Proces pripreme mikrobioloSkih

uzoraka dijeli se na nekoliko koraka.

3.1.1. Rezanje i ¢iS¢enje

Prvi korak u pripremi ¢ini rezanje uzoraka na odgovarajucu veli¢inu prikladnu za snimanje. Za
rezanje se koriste precizne pile. Zatim je potrebno o€istiti povrSinu uzorka od nepozeljnih

slojeva. Kod organizama koji stvaraju sluz, kao $to su neki paraziti, potrebno je maknuti sluz

putem centrifuge ili koriStenjem odredenih enzima 1 kemikalija.

3.1.2. Fiksacija

Zatim na red dolazi fiksiranje uzoraka ¢iji je cilj o€uvanje strukture. Budu¢i da tkivo pocinje
mijenjati svoju strukturu nakon smrti, kako bi se sprijecila ta promjena, ono se kemijski fiksira

kemikalijama poput glutaraldehida, formaldehida i osmij tetroksida [5].

3.1.3. Dehidracija i suSenje

Nakon fiksiranja slijedi dehidracija i suSenje uzorka. Rad SEM-a zahtijeva nizak tlak Sto
predstavlja nepovoljan uvjet za gotovo sve bioloske uzorke zbog visokog udjela vode u
njihovom sastavu. Dehidracija mikrobioloskih uzorka stoga je jedan od najvaznijih koraka u
pripremi. Cilj je osuSiti uzorke, a istovremeno izbje¢i deformacije u njihovoj strukturi pa se
ovaj proces moze izvesti na nekoliko nac¢ina. U procesu dehidracije, uzorak se u nekoliko

koraka uranja u otopine etanola, ¢ija se koncentracija svakim korakom povecava kako bi se
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naposljetku voda zamijenila sa stopostotnim etanolom. Nakon dehidracije slijedi suSenje.
MikrobioloSki uzorci nisu povoljni za suSenje na zraku zbog mogucénosti deformacije uslijed
djelovanja povrSinske napetosti. Zbog toga, Cesto se koristi metoda za suSenje na principu
kriticne tocke ili metoda susenja zamrzavanjem.

SuSenje na principu kriticne tocke (eng. Critical Point Drying, CPD) je metoda suSenja
osjetljivih uzoraka, a provodi se dovodenjem tekuc¢ine u uzorku do kriti¢ne toc¢ke. Dehidrirani
uzorak uranja se u tekuci CO,, koji kriti¢nu to¢ku postize na temperaturi od 31 °C i tlaku od
73,8 bar. Pomoc¢u uredaja koji je prikazan na slici 3.1., CO, se dovodi do kriti¢ne tocke i

pretvara u plinovito stanje smanjenjem tlaka pri konstantnoj temperaturi.

Slika 3.1. Uredaj za suSenje koji radi na principu kriti¢ne tocke (Quorum K 850) u
sklopu Laboratorija za pretraznu elektronsku mikroskopiju [16]

Druga mogu¢nost suSenja je metoda susenja zamrzavanjem, poznata pod nazivom liofilizacija.
Ova se metoda temelji na sublimaciji teku¢ine unutar uzorka, pri ¢emu se prvo uzorak na
odgovaraju¢i nadin zamrzava te zatim, izravno prelazi iz ¢vrstog stanja u plinovito,
sprjecavajuci utjecaj povrsinskih sila koje su znaajne tijekom fazne promjene iz tekucine u

plin.

3.1.4. Kontrastiranje

Ako se za snimanje koristi detektor za transmitirane elektrone (TED), tada je uzorke potrebno
pripremiti na neSto drugaciji nacin. Nakon fiksiranja i dehidriranja, bioloski uzorci se
kontrastiraju metodama pozitivnog ili negativnog kontrasta. Pozitivno se kontrastiranje koristi
za pojaCanje kontrasta bioloskih uzoraka vezanjem teskih metala na molekule uzorka,
povecavajuci time vjerojatnost rasprSenja elektrona unutar uzorka. NajceSce se koriste

kemikalije uranil acetat ili olovni citrat [17]. Negativno se kontrastiranje koristi za bioloske
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strukture manje od 100 nm. Kontrastno sredstvo se u tom sluc¢aju nakuplja oko bioloSkih
struktura, naglasavajuci njihov oblik. Uzorci se suspendiraju u kapljici boje i zatim nanose na

mrezicu. U ovom slucaju, uzorci se mogu promatrati izravno bez seciranja [17].

3.1.5. Montiranje

Zatim na red dolazi montiranje uzoraka na postolje. Vec¢i uzorci pri¢vrséuju se na nosac
pomocu vodljive paste ili dvostrane ljepljive ugljikove vrpce. Ako su u pitanju uzorci u obliku
praska, moguce ih je staviti u otapalo koje se kapa na nosa¢ uzorka te kad otapalo ispari, na
nosacu ostaju Cestice praska. U slucaju snimanja putem TED-a, uzorci se postavljaju na
mrezice od nemagneti¢nih materijala kao Sto su bakar, zlato i platina. Mrezice imaju razlicite
uzorke rupica kroz koje se dijelovi uzorka snimaju. Tanka sekcija uzorka postavlja se na
povrsinu vode, a ispod nje se uranja mrezica koja se zatim pazljivo podize zajedno s uzrokom

isusi[17].
3.1.6. NapraSivanje

Bioloski uzorci su nevodljivi pa ih je potrebno prekriti slojem metala kako bi njihova povrsina
postala vodljiva. Za to se koristi uredaj za naprasivanje, a primjer takvog uredaja prikazan je
na slici 3.2. Unutar komore ovakvog uredaja nalaze se dva ionska topa za naprasivanje uzoraka,
plo¢ica metala kojim se Zeli prekriti uzorak i uzorak. Nisko-energetski Ar" ioni (raspona
energija 0.1 — 8 keV) udaraju plo€icu metala, izbijaju¢i atome s njene povrSine. RasprSeni atomi
metala se zatim taloze na povrSinu uzorka stvarajuci tanki sloj. Debljina sloja obi¢no iznosi

oko 10 nm [5].

Slika 3.2. Uredaj za naprasivanje (Gatan PECS II Model 685) u sklopu Laboratorija za
pretraznu elektronsku mikroskopiju [16]
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3.2. Napredci u pripremi uzoraka i upotreba SEM-a u mikrobiologiji

Tijekom posljednjih godina, postignuti su znacajni napredci u pripremi uzoraka za SEM
analizu s naglaskom na ubrzanje procesa pripreme. Osim toga, istrazene su pogodnosti
upotrebe SEM-a u podrucju dijagnostike zaraznih bolesti. U nastavku slijedi nekoliko primjera
nedavno provedenih istraZivanja, €iji rezultati ukazuju na napretke u pripremi uzoraka i

prednosti SEM analize nad rutinskim postupcima.

Golding i sur. [18] pokazali su da primjena ionskih tekuéina na metalno premazanim filterima
omogucava bolju ocuvanost ultrastrukture mikroorganizama u usporedbi s klasi¢nim
metodama pripreme. U ovoj se tehnici zamjenjuju klasi¢ni koraci u pripremi uzoraka poput
dehidracije i susenja u kriti¢noj tocki, ¢ime se omogucava brza analiza. Uzorci tretirani ionskim
teku¢inama pokazuju minimalno skupljanje i o¢uvanje povrsinskih detalja, poput bakterijskih
flagela, dok metoda napraSivanja uzrokuje skupljanje i gubitak povrSinskih detalja kao $to je
vidljivo na slici 3.3. Jo$ jedna prednost ove metode je ta Sto omogucuje identifikaciju virusa s

malim brojem cestica (5000 po uzorku), $to je znatno nize od zahtjeva standardnih metoda.

naprasivanje ionska tekucina negativno bojenje
(SEM (SEM) (TEM)

e

Slika 3.3. Usporedba metoda pripreme uzoraka u slu¢ajevima SEM i TEM analize:
(a) Leptospira biflexa, (b) Salmonella senftenberg, (c) Vaccinia virus i (d) Ebola virus [18]
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Haddad i sur. [19] pokazali su da SEM moze zamijeniti bojenje po Gramu za preliminarnu
identifikaciju mikroorganizama izravno iz krvnih kultura. Prema rezultatima njihovog rada,
SEM je omogucio brzu identifikaciju bakterija i kvasaca unutar sat vremena od detekcije
pozitivne krvne kulture. Usporedbom s bojenjem po Gramu, SEM je pokazao to¢nost od 96.6%
1 omogucio razlikovanje razli¢itih rodova bakterija poput Enterobacteriaceae, Proteobacteria
1 Acinetobacter sp. Osim toga, ukupni troSkovi pripreme uzoraka za SEM bili su nizi u
usporedbi s metodom bojenja po Gramu, Sto ¢ini ovu metodu prikladnom za klinicku primjenu.
Ovi rezultati pokazuju da bi SEM mogao unaprijediti hitnu mikrobiolosku dijagnostiku

zaraznih bolesti [19].

Belhaouari i sur. [20] koristili su SEM za proucavanje infektivnog ciklusa SARS-CoV-2u Vero
E6 stanicama. SEM je omogucio brzu i detaljnu analizu strukturnih promjena u stanicama
tijekom zaraze virusom. Pokazali su da SARS-CoV-2 ulazi u stanice putem fuzije membrana
te da se Cestice virusa stvaraju u perinuklearnom podrucju, pupanjem iz endoplazmatskog
retikuluma i Golgijevog tijela. SEM je takoder otkrio promjene u strukturi stani¢nih organela,
ukljucujuéi endoplazmatski retikulum i Golgijevo tijelo. Slika 3.4. dobivena je putem SEM-a,
a na njoj su vidljive zrele ¢estice SARS-CoV-2 smjestene izmedu stani¢nih mikroresica. U
usporedbi s TEM-om, analiza cjelokupnog infektivnog ciklusa SARS-CoV-2 pomocéu SEM-a
bila je dostupna unutar 4,5 sati promatranja, dok je za istu analizu putem TEM-a bilo potrebno

8 sati [20].

L5000 10,0847y x80/0k BSESALL

Slika 3.4. SEM slika zrelih Cestica SARS-CoV-2, 18-36 sati nakon infekcije, smjeStenih
izmedu stani¢nih mikroresica [20]
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Infektivni keratitis je upala roznice uzrokovana raznim mikroorganizmima, koja moze dovesti
do ozbiljnog oStec¢enja vida 1 peti je vodeci uzrok sljepoce u svijetu [21]. Primjenu SEM-a za
dijagnostiku mikrobnog keratokonjuktivitisa, koji ne reagira na Sirokospektralne antibiotike,
istrazili su Troisi i1 sur. [21]. SEM je omogucio identifikaciju patogenih mikroorganizama u
86.7% slucajeva. Terapija prilagodena nalazu SEM-a, rezultirala je klini¢kim poboljSanjem
kod svih pacijenata u roku od 1 do 7 tjedana. SEM je omogucio detekciju patogenih
mikroorganizama poput Candide (sl. 5.5.), Akantamebe 1 dr., koji mogu biti uzro¢nici bolesti,

ali nisu otkriveni standardnim metodama detekcije [21].

Slika 3.5. Candida Albicans [21]

Analiza urina jedna je od najceS¢e naruCenih pretraga u klini¢koj laboratorijskoj praksi.
Tradicionalna analiza urina ukljuuje makroskopsku, kemijsku i mikroskopsku analizu.
Medutim, opticka mikroskopija ¢esto ne pruza dovoljnu razlucivost i dubinu polja za to¢nu
identifikaciju komponenti sedimenta urina. Yacouba i sur. [22] proveli su istrazivanje o
primjeni SEM-a u analizi uzoraka urina. Analizirano je 206 uzoraka urina pacijenata sa i bez
urinarnih infekcija [22]. Razli¢iti mikroorganizmi identificirani su pomo¢u SEM-a i
klasificirani kao gram negativni bacili, lan¢ani koki, klaster koki, gram pozitivni bacili i kvasci.
Clue stanice i skvamozne epitelne stanice prekrivene bakterijama takoder su otkrivene u analizi
urina. U usporedbi s rutinskim klinickim laboratorijskim rezultatima, rezultati SEM-a su se

podudarali u 83% slucajeva, pruZzajuci vecu razlucivost slike 1 detaljnu ultrastrukturu [22].
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4. ANALIZA MIKROBIOLOSKIH UZORAKA NA JEOL FEG SEM-U
JSM-7800F

Na FEG SEM-u JSM-7800F u Laboratoriju za pretraznu elektronsku mikroskopiju Sveucilista
u Rijeci, analizirane su dvije vrste bakterija 1 to Pseudomonas fluorescens i Klebsiella
pneumoniae. Uzorke je ljubazno donirala izv. prof. dr. sc. Ivana Gobina s Medicinskog
fakulteta u Rijeci. U nastavku su kratko opisane osnovne karakteristike Jeolovog SEM-a JSM-

7800F te navedene bakterije uz prikaz SEM slika i odgovarajucu analizu.
4.1. Pretrazni elektronski mikroskop JEOL FEG SEM JSM-7800F

U laboratoriju za pretraznu elektronsku mikroskopiju, zajednic¢kog laboratorija Fakulteta za
fiziku i Centra za mikro- i nanoznanosti i tehnologije (NANORI) nalazi se pretrazni elektronski

mikroskop JEOL FEG JSM-7800F prikazan na slici 4.1.

Slika 4.1. Pretrazni elektronski mikroskop JEOL FEG JSM-7800F u Laboratoriju za
pretraznu elektronsku mikroskopiju na SveuciliStu u Rijeci [23]

Ovaj mikroskop sadrzi nekoliko vrsta detektora: donji detektor za sekundarne elektrone, gornji
detektor za sekundarne elektrone, detektor za povratno-rasprSene elektrone, detektor za
transmitirane elektrone 1 energo-disperzivni detektor rendgenskih zraka, a njihov polozaj

prikazan je na slici 4.2.
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Slika 4.2. Polozaj detektora na JEOL FEG JSM-7800F [23]

Ovaj model SEM-a koristi elektronski top s emisijom polja (FE), maksimalna razlucivost je
0.8 nm, a raspon povecanja 25-1.000.000 puta.

Kao glavni alat istrazivanja Laboratorija za pretraznu elektronsku mikroskopiju, ovaj se
mikroskop koristi u sklopu istrazivanja kao $to su: istrazivanje morfologije i debljine razli¢itih
poluvodickih ili izolatorskih filmova dobivenih tehnikom depozicijom atomskih slojeva,
istrazivanje slatkovodnih i morskih dijatomeja ili algi kremenjaSica, istrazivanje zeolitnih
materijala, analiza i proucavanje razliitih uzoraka koji sadrze bakterije i jo§ mnogih drugih.

[24].

4.2. Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens je gram-negativna bakterija koja se obi¢no nalazi u vlaznim
staniStima poput tla, liS¢a i vode. Tako je manje virulentna od drugih vrsta iz roda Pseudomonas,
moze uzrokovati ozbiljne infekcije, ukljucuju¢i upalu pluca, posebno kod
imunokompromitiranih bolesnika. Prema radu Liu i sur. [25], Pseudomonas fluorescens je prvi
put identificirana iz biopsije pluénog tkiva pacijenta s pneumonijom, a prilagodba terapije
prema testu osjetljivosti na antibiotike (ciprofloxacin) dovela je do poboljSanja simptoma.
Zakljuceno je da pravovremeno prepoznavanje i lijecenje infekcija uzrokovanih P. fluorescens
moze znacajno poboljsati ishode lijecenja [25]. Slika 4.3. prikazuje SEM sliku Pseudomonas
fluorescens snimljenu na SEM-u iz Laboratorija za pretraznu elektronsku mikroskopiju.

Tijekom pripreme za analizu, uzorak je prekriven slojem Au-Pd (zlato-paladij) debljine 5 nm
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kako bi postao vodljiv. Slika je dobivena sakupljanjem sekundarnih elektrona pomoc¢u donjeg
detektora za sekundarne elektrone, pri ¢emu su radni parametri bili energija elektrona od 10
keV iradna udaljenost od 10 mm. Na slici je lijepo definiran Stapicasti oblik ove bakterije koja
pripada skupini bacila. Veli¢ina bakterijskih stanica sa slike kre¢e se u rasponu 1 — 2.5 pm.
Bakterije su uglavnom dobro oc¢uvane tijekom snimanja, nisu vidljive znac¢ajne deformacije u
strukturi, no povrsina bakterije ne izgleda glatko $to je posljedica suSenja na zraku tijekom

pripreme uzoraka za snimanje.

Slika 4.3. Pseudomonas fluorescens; snimila: izv. prof. dr. sc. Iva Sari¢ Jankovi¢

4.3. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je gram-negativna bakterija koja zivi u crijevima ljudi. Infekcije tom
bakterijom Cesto se dobivaju u bolnicama i ustanovama za dugotrajnu skrb. Rijetko, Klebsiella
bakterije uzrokuju upalu pluca kod ljudi koji Zive izvan zdravstvenih ustanova (u zajednici),
obicno kod alkoholi¢ara, starijih osoba, osoba s dijabetesom ili osoba s oslabljenim
imunoloskim sustavom [26]. Ova bakterija pokazuje otpornost na vecinu Sirokospektralnih
antibiotika, §to dodatno otezava lijecenje. Slika 4.4. dobivena je putem transmitiranih elektrona
pomocu detektora za transmitirane elektrone (TED), pri ¢emu su radni parametri ukljucivali
energiju elektrona od 30 keV i radnu udaljenost od 6 mm. Za pripremu uzorka za analizu TED
detektorom, kapljica bakterijske suspenzije dodana je na bakrene mreZzice koje se koriste kod
transmisijske analize. Visak tekucine je zatim uklonjen filter papirom, a bakterije na mreZicama
obojene su kontrastnim sredstvom na bazi volframa. ViSak kontrastnog sredstva je zatim
uklonjen filter papirom, a mrezice su ostavljene da se suse na zraku nekoliko minuta. Bakterije

na slici su ovalnog, pomalo izduzenog oblika veli¢ine oko 1 — 2 pum. Tamni dijelovi unutar
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stanica posljedica su vece apsorpcije kontrastnog sredstva, Sto uzrokuje tamniji izgled
pojedinih podrucja. Oko stanica je vidljiva prozirna opna koja predstavlja izlazak stani¢ne

tekucine i upucuje na proces razgradnje bakterijskih stanica tijekom snimanja.

Slika 4.4. Klebsiella pneumoniae; snimila: izv. prof. dr. sc. Ivna Kavre Piltaver
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je istraziti mogucénosti SEM-a i njegovu upotrebu u podrucju mikrobiologije
i dijagnostike zaraznih bolesti. SEM omogucuje stvaranje slika visoke razlucivosti i
promatranje objekata koji su i do sto tisua puta manji nego Sto to omogucéuju opticki
mikroskopi. U svojem sastavu, SEM moze imati razliite vrste detektora koji pruzaju Sirok
raspon informacija o uzorku. Sekundarni elektroni pruzaju informacije o topografiji povrsine
uzorka, dok svojstva povratno-rasprSenih elektrona omogucéuju dobivanje informacija o
sastavu uzorka. Karakteristicne rendgenske zrake, putem EDS metode, omogucéuju
identifikaciju sastavnih elemenata uzorka i njthovu koncentraciju te dvodimenzionalnu
raspodjelu elemenata u uzorku. U svojem sastavu, SEM moZe imati i detektor za transmitirane
elektrone koji omogucuje analizu unutrasnje strukture uzorka. Mikrobioloski uzorci
predstavljaju izazov za SEM analizu zbog visokog sadrzaja vode te su stoga nepovoljni za rad
u uvjetima visokog vakuuma koje zahtijeva SEM. Osim toga, mikrobioloski uzorci su
nevodljivi §to dovodi do uc€inka nabijanja 1 izoblicenja slike. Zbog toga, mikrobioloski uzorci
prolaze kroz proces pripreme za snimanje koji zahtijeva preciznost, a sastoji se od ¢iscenja,
fiksiranja, kontrastiranja, naprasivanja i drugih koraka, §to ga ¢ini prili¢no dugotrajnim. To se
smatra glavnim nedostatkom ovog mikroskopa te se stoga mikrobiolozi ¢esto odlucuju za druge
metode analize koje iziskuju manje vremena. U ovom su radu prikazane inovacije u pripremi
uzoraka koje bi mogle potaknuti upotrebu SEM-a u klinickoj mikrobiologiji. Jedna od njih je
primjena ionskih tekucina, koja omogucava bolju o€uvanost ultrastrukture mikroorganizama 1
zahtijeva manji broj Cestica za identifikaciju od standardnih metoda pripreme. SEM se pokazao
1 kao povoljan alat za identifikaciju mikroorganizama iz krvnih kultura, koji iziskuje manje
troSkove te bi mogao zamijeniti klasi¢nu metodu bojenja po Gramu. Tijekom pandemije virusa
SARS-CoV-2, SEM je koristen za analizu njegovog infektivnog ciklusa, a rezultati su bili
temelj za daljnja istraZivanja. Osim toga, SEM se u dijagnostici pokazao i kao precizan alat na
primjeru identifikacije mikroorganizama u urinu te patogenih mikroorganizama koji uzrokuju
infektivni keratitis. Prakti¢an primjer SEM analize u ovom radu je analiza bakterija
Pseudomonas fluorescens 1 Klebsiella pneumoniae snimljenih na FEG SEM-u JSM-7800F u
Laboratoriju za pretraznu elektronsku mikroskopiju SveuciliSta u Rijeci. Opisan je proces
pripreme bakterija za snimanje, a na slikama je bilo moguce analizirati veli¢ine, oblike,

strukture 1 promjene na bakterijama.
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