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RESUMEN

La microscopia electronica de barrido (MEB) es una técnica que tiene gran poder de resolucion
y profundidad de campo sobre muestras de origen biol6gico y no bioldgico, permitiendo
obtener imagenes tridimensionales como resultado de interacciones de los electrones con la
superficie de la muestra. Las aplicaciones del MEB se encuentran en distintos campos como:
construccion, metalurgia, mineralogia, cristalografia, medicina forense, biologia, botanica,
geotextiles, odontologia. La presente investigacion es de tipo descriptiva y se obtuvo mediante
revision bibliografica de articulos cientificos relacionados con el tema, determinando
aplicaciones importantes de la (MEB) como un método instrumental indispensable en el campo
de la microbiologia, para el reconocimiento y evaluacion de cualquier tipo de microorganismo
causante de algun tipo de enfermedad relacionada con virus, bacterias, hongos, entre otros. Se
indica también que para trabajar con muestras biologicas se debe deshidratar la muestra
aplicando cualquiera de los tres métodos de secado ya sea con el empleo de disolventes, secado
por punto critico o por medio de liofilizacién; teniendo en cuenta que la muestra no sufra alguna
alteracion ya que debe ser compatible con operaciones bajo vacio y por consiguiente con el haz
de electrones. Posteriormente se cubre la muestra utilizando un material como conductor
eléctrico aluminio u oro que delibere el haz de electrones para su visualizacién en el monitor,
permitiendo conocer las caracteristicas morfologicas, género, entre otros. La MEB efectla
pruebas de diagnostico convencionales que pasan desapercibido como variantes o cepas nuevas
de microorganismo, y reconoce el organismo presente encaminando la obtencién de pruebas

especificas.

Palabras clave: microscopia, patologias, particulas, aplicaciones, microorganismos.



ABSTRACT

Scanning electron microscopy (SEM) is a technique that has great resolving power and depth
of field on samples of biological and non-biological origin, allowing three-dimensional images
to be obtained as a result of electron interactions with the sample surface. The applications of
SEM are found in different fields such as: construction, metallurgy, mineralogy,
crystallography, forensic medicine, biology, botany, geotextiles, dentistry. The present
research is descriptive and was obtained through a bibliographic review of scientific articles
related to the subject, determining important applications of SEM as an indispensable
instrumental method in the field of microbiology, for the recognition and evaluation of any
type of microorganism causing any type of disease related to viruses, bacteria, fungi, among
others. It is also indicated that in order to work with biological samples, the sample must be
dehydrated by applying any of the three drying methods, either with the use of solvents, critical
point drying or freeze-drying; taking into account that the sample must not suffer any alteration,
as it must be compatible with operations under vacuum and therefore with the electron beam.
Subsequently, the sample is covered using an electrically conductive material such as
aluminium or gold that deliberates the electron beam for its visualisation on the monitor,
allowing to know the morphological characteristics, gender, among others. The SEM performs
conventional diagnostic tests that go unnoticed as variants or new strains of microorganisms,

and recognises the organism present, leading to specific tests.

Keywords: microscopy, pathologies, particles, applications, microorganisms.
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INTRODUCCION

El microscopio electronico de barrido conocido por sus siglas en inglés (SEM) es un
instrumento que permite observar y caracterizar de forma superficial material organico e
inorganico, obteniendo informacion morfologica y composicion quimica de forma rapida y
eficiente en cuanto al material analizado. Posee una alta resolucion (20 a 50 Angstroms) e
imagenes tridimensionales debido a la gran profundidad de foco (Reyes, 2020).

La microscopia electronica es una técnica que permite la caracterizacion de nanoestructuras,
aleaciones metalicas, materiales, entre otros. En la actualidad existen equipos modernos que
permiten trabajar con muestras conductoras, no conductoras, secas y himedas, el andlisis de
las muestras dependerd mayoritariamente de la preparacion (Reyes, 2020).

En el campo de la microbiologia la microscopia electronica de barrido ha sido fundamental en
cuanto a la identificacion de diversos tipos de enfermedades de origen microbiano, ya que
revela caracteristicas morfolégicas de microorganismos causantes de enfermedades
infecciosas. Ademas, es un método excelente en la investigacion de patdégenos nuevos o
emergentes, ya que mediante las caracteristicas morfoldgicas obtenidas de los
microorganismos aislados permite dar un diagndstico en cuanto a cambios estructurales
subsiguientes a un tratamiento terapéutico (Golding et al. 2016).

Las aplicaciones del microscopio electronico de barrido van desde la metalurgia hasta la
medicina forense. Se utiliza en areas como: geologia mediante estudio morfoldgico, estructural
de muestras, estudio de materiales, metalurgia, odontologia, control de calidad, fibras textiles,
peritajes, biomedicinay medicina. Se debe tener presente caracteristicas importantes al analizar
las muestras ya que deben ser compatibles con operaciones bajo vacio y ser conductor eléctrico.
En caso de usar muestras no conductoras se utiliza un recubrimiento con oro o carbén (Ayub,
et al. 2017).

El objetivo que se plantea en este estudio, es determinar las aplicaciones de la microscopia
electronica de barrido utilizado en el campo de la microbiologia para el diagnostico de

enfermedades ocasionadas por agentes patdégenos.



1.1 Objetivo General:

e Describir las aplicaciones de la microscopia electronica de barrido en el campo de la
microbiologia, mediante la revision de fuentes bibliogréficas cientificas, para el

diagnostico de enfermedades infecciosas.

2.2 Objetivos Especificos:
e Determinar la importancia de la microscopia electronica de barrido en el campo de la
microbiologia.
e Identificar la metodologia para la recoleccién, preparacion y examinacion de los
diferentes tipos de muestras.
e Validar la técnica mas adecuada de preparacion de muestras de la microscopia de

barrido para la identificacion de virus o bacterias.

2. DESARROLLO
2.1 Microscopia electronica de Barrido

2.1.1. Definicion

El microscopio electrénico de barrido (MEB o SEM, por Scanning Electron Microscope) es
considerado como un tipo de microscopio electrénico que tiene la facultad de producir
imagenes de gran resolucion de la superficie en donde se ubica la muestra manejando las

interacciones electron-materia (Reyes, 2020).

Segun el presente autor, se conoce como microscopio electronico a aquel instrumento que
posibilita ver imagenes de una gran resolucion, que permite ver detalles minimos en la misma

de la muestra que se esta analizando.

2.1.2. Fundamento

En el microscopio electronico de barrido la muestra generalmente se recubre con carbono o un
metal delgado como el oro para hacer que la muestra sea conductora. Los electrones acelerados
lo atraviesan mas tarde a medida que atraviesa el barril. El sensor mide la cantidad de electrones
emitidos por la concentracion del area de la muestra y puede mostrar figuras en 3D proyectadas



en una television o imagen digital. Su procedimiento se basa en utilizar electrones en lugar de
luz para obtener una imagen de la muestra. Dependiendo del microscopio, su resolucion esta
entre 4 y 20 nm. Ernst Ruska se invent6 en 1931 y proporciona un acceso en profundidad al

mundo atémico. (Burgos, 2016).

Ademas, proporciona imégenes de alta resolucion de rocas, metales y materiales organicos. La
luz es reemplazada por haces de electrones, lentes electromagnéticos y muestras conductoras

en su superficie.

2.1.3. Instrumentacion

Los componentes principales del microscopio electronico son: una fuente de electrones, un
conjunto de lentes electromagnéticos, una camara de vacio y una pantalla de ldmpara
fluorescente. Adicionalmente, es necesario un ordenador para operar el microscopio y procesar

las imagenes obtenidas (Martin, 2006).
Partes principales y funciones

e Fuente de electrones: parte esencial que produce el cafidén de la columna del
microscopio, se utiliza un filamento de tungsteno. Este filamento se calienta
aumentando la energia de los electrones y atomos. A partir de la energia aplicada los
electrones escapan de los atomos para dirigirse a la muestra.

e Lentes electromagnéticas y diafragmas: generan campos eléctricos y magnéticos.
Sus Orbitas divergen o convergen, enfocan el haz de electrones.

e (Céamara de vacio: lugar donde se ubica la muestra. Los controles externos permiten el
desplazamiento de la platina en los ejes (xyz) y cambiar su orientacion a través de dos
ejes de rotacion. Se obtienen sefiales emitidas por la muestra.

e Detector: lugar donde se produce la imagen a partir de la sefial arrojada por la muestra

y se forma mediante el haz de electrones desplazado sobre la parte de la superficie.

e Sistema generador de vacio: evita intercambio de electrones con moléculas de origen

gaseoso.

2.1.4. Interpretacion de resultados

Cuando la muestra es atacada por electrones de energia alta, los atomos emiten una gama
caracteristica de rayos X. Se producen sefiales que contienen informacion de la misma,

permitiendo conocer la composicion, propiedades y conductividad eléctrica.



A través de detectores apropiados se puede adquirir analisis cualitativos y cuantitativos,
mediante la comparacion de intensidades de cada componente de la muestra desconocida con

elementos de referencia (estandares) (Golding et al. 2016).

2.1.5 Aplicaciones del microscopio electrénico de barrido

Martin (2006), sefiala aplicaciones en distintos campos como:

-Metalurgia, para la determinacién de caracteristicas de compuestos metélicos. Observacion de

cambios, fotografias, estudios de fallos, entre otros.

-Mineralogia, para identificacion de minerales, analisis de alteraciones en sus propiedades,

forma de fusion en materiales, entre otros.

-Edificaciones, en el estudio de la composicion de cemento, procesos que conlleven a la

degradacion de hormigon.

-Cristalografia, para la investigacion de estructuras, bordes, porosidades, componentes de

materiales hechos a base de vidrio o cerdmica, entre otros.

-Electronica, para el analisis de estructuras moleculares y conductividad de un material. Asi

también, control de calidad en componentes electronicos.

-Biologia, para el reconocimiento de estructuras de origen bioldgico, estudio de particulas,

formas de células, membranas, entre otros.

-Botanica, como una herramienta importante en la clasificacion de distintas especies de origen

vegetal. Ademas, de estudios con fines taxondmicos y rasgos morfoldgicos de las plantas.
Rodriguez, Bustos & Espitia (2018), sefialan como aplicacién en:

-Geotextiles, para el estudio en materiales de origen sintético conformados por fibras
poliméricas, el SEM permite identificar propiedades quimicas como su resistencia a grandes

temperaturas, permeabilidad, y su aplicacion en nanoligrafias.



2.2. Metodologia

2.2.1 Tipo de investigacion
La presente investigacion es de tipo descriptiva y con un enfoque cualitativo mediante revision
documental bibliografica, a través de articulos cientificos para obtener la informacion necesaria

y alcanzar los objetivos planteados.

2.2.2 Reactivo préctico 12148

1) Contexto o situacién del problema (caso practico)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una excelente herramienta, debido a que posee
gran utilidad en microbiologia, tanto para fines de diagnostico como en la investigacion de las
relaciones entre los agentes patdgenos y el huésped debido a que crea una imagen ampliada de
la superficie de un objeto. No es necesario cortar el objeto en capas para observarlo con un
SEM, sino que puede colocarse en el microscopio con muy pocos preparativos. EI SEM
explora la superficie de la imagen punto por punto, al contrario que el TEM, que examina una
gran parte de la muestra cada vez. Su funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz
muy concentrado de electrones, de forma parecida al barrido de un haz de electrones por la
pantalla de una televisién. Los electrones del haz pueden dispersarse de la muestra o provocar
la aparicion de electrones secundarios. Este tipo de microscopio es muy util porque, al
contrario que los TEM o los microscopios Opticos, produce iméagenes tridimensionales
realistas de la superficie del objeto. Por esta razon sera importante conocer la fundamentacién

y aplicabilidad de esta técnica por el personal que trabaja en el laboratorio de microbiologia.

2) Fuente de consulta ( Bibliogréafica: nombre del articulo o normas internacionales,

documentos, textos (pagina)

e El microscopio electrénico de barrido en microbiologia y diagndstico de enfermedades
infecciosas.

e Link. https://www.nature.com/aticles/srep26516

3) Pregunta o preguntas a resolver: La pregunta para resolver el caso
¢ Cuales son las principales aplicaciones de la microscopia electrénica de barrido en el campo
de la Microbiologia?



2.2.3 Solucion al reactivo practico planteado

Tabla 1. Tipos de muestras utilizadas en el microscopio de barrido

Tipo de microorganismo

Tipo de muestra

Patologias

Células humanas

Nanoestructuras

Enfermedades propias del ser humano

Células vegetales

Bioestructuras

Enfermedades propias de las plantas

Levaduras

Nano células

Enfermedades provenientes de levaduras

Fuente: Elaboracion propia.

En la presente tabla, se procede a sefialar los principales tipos de muestras utilizadas en el

microscopio electronico de barrido, cabe resaltar que de las muestras antes mencionadas,

derivan muchas mas, pero las primordiales, se las presento de manera general en el cuadro

descrito con anterioridad.

Tabla 2. Enfermedades del ser humano ocasionadas por virus o bacterias.

Tipo de
microorganismo

Técnica utilizada

Tipo de muestra

Patologia

Leptospira biflexa

En alta y ultra alta resolucion.

Recubierto con oro y platino.

Cultivos en fase

logaritmica.

Leptospirosis
(Macedo, 2005)

Arcella sp.

Método convencional

Muestra acuosa, cultivo.

Amebiasis
(Bracale, Gonzales &
Vega, 2019)

Candida albicans

Recubierto con oro y paladio.

Acondicionadores de
tejidos en laminas de
10x10mm.

Candidiasis bucal
(Bonilla et al. 2012)

Porphyromonas
gingivalis

Secadas por
Cubiertas con oro y paladio.

punto critico.

Cortes transversales de
dientes

Periodontitis
(Valenzuela, 2010)

Enterococcus faecalis

Cubiertas por pulverizacién
catddica de oro.

Formacion de
biopeliculas en
microplacas

Infecciones
(Bulacio et al. 2015)

Naegleria fowleri

Secadas por punto critico.
Cubiertas con lamina de oro.

Amebas in vitro cepas N.
fowleri

Meningoencefalitis
amebiana primaria
(Sierra, 2011)

Streptococcus mutans

Se aplicd calor seco. Cubiertas

Piezas dentarias

Caries dental




con paladio-oro.

(Bader, Retamal &
Rematal, 2014)

Streptococcus Secador punto critico. Apices raiz de dientes Infecciones
intermedius Recubrimiento con oro para con infeccién primaria. endodonticas
lectura. (Hernédndez et al. 2017)
Mycoplasma Secadas por punto critico con | Biopeliculas en Artritis reumatoide
fermentans acetona. Cubiertas con oro. microplacas (Fuentes, Cedillo &

Rivera, 2009)

Dos Santos et al (2019), sefiala:
La aplicacion del (MEB) es importante ya que permite el analisis de la morfologia glomerular
en rifiones (diafragma de hendidura) evidenciando si se presentan o no cambios morfoldgicos

relacionados con alguna patologia.

Ramirez et al (2002), sefiala:

El aporte de la microscopia electronica de barrido para el estudio de dafios celulares en
experimentacion realizada a animales que poseen actividades citotoxicas cocleares luego de
aplicar diversas dosis de cisplatino agente conocido como antitumoral utilizado cominmente

para el tratamiento de tumores malignos.

Golding et al (2016), sefiala:
La importancia del (MEB) para reconocer el tipo de microorganismo ya sea de origen nuevo o
emergente estableciendo el uso adecuado de pruebas especificas, que permitan reconocer por

completo los agentes infecciosos presentes.

El (SEM) también es apropiado en cuanto a la identificacion de caracteristicas morfoldgicas de
agentes aislados con la finalidad de obtener un respectivo diagnéstico referente a la patologia

que padezca el individuo.

Ayub et al (2017), sefiala:

La microscopia electrénica de barrido como una técnica indispensable para el analisis de
membranas poliméricas usadas en tratamiento y purificacion de aguas, ya que permite obtener
informacion sobre sus caracteristicas y estructuras. Aporta también datos sobre la magnitud de

los poros en el estudio de membranas porosas.



2.2.4 Métodos para preparacion y analisis de muestras
Se aplican procedimientos especificos a partir de la observacion que deseamos realizar a la
muestra, para el estudio a nivel superficial con el microscopio electrénico de barrido se
requiere:
e Utilizar sustancias que ayuden al desarrollo de fijacion y post- fijacion para la
topografia de la muestra.
e Deshidratar (desecar) la muestra sin ocasionar la deformaciéon de la misma, con la
finalidad de no alterar el vacio y haz de electrones.
e Aplicar la metalizacion, es decir cubrir la superficie de la muestra a analizar empleando
un material que servird como conductor eléctrico posibilitando la deliberacién del haz

de electrones, seguidamente la visualizacion (Casado, 2009).

El (SEM) permite trabajar con muestras a bajas temperaturas, preservando la forma estructural
sin afectar el trabajo del microscopio. Se prepara la muestra, enfriandola a velocidad maxima
con ayuda de nitrégeno nieve, posteriormente pasa a criobservacion donde se factura y sublima
el hielo de la superficie. Finalmente se cubre con oro o carbono para su respectivo analisis. La
importancia de este método es que permite observar muestras hidratadas o bioldgicas utilizando

una preparacion rapida con relevante conservacion estructural (Golding et al. 2016).

El método empleado para suspensiones microbianas en sustratos de filtros pre-revestidos para
su posterior observacion del SEM emplea un liquido iénico (tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metilimidazolio) disuelto en agua para integrarse de forma répida en la muestra biol6gica
constituyendo un &mbito conductor ofreciendo excelentes resultados. En muestras
microbioldgicas estos liquidos i6nicos conservan su estado liquido evitando la evaporacion

manteniendo su funcién conductora (Golding et al. 2016).

En la actualidad para el analisis microbiologico se dispone de filtros de policarbonato de gran
calidad ya que permiten escoger la proporcion de poro (10nm) para la recoleccion de cualquier
tipo de virus o bacterias, facilitando la investigacion a nivel superficial de la muestra

proveniente de microorganismos infecciosos (Golding et al. 2016).



3. CONCLUSIONES

e Se conoce como microscopia electronica de barrido a la técnica que faculta caracterizar
una gran variedad de materiales, como nano-estructurados, aleaciones metalicas,
polimeros, minerales, fibras, peliculas delgadas, biomateriales y en algunos casos
muestras con alto contenido en humedad.

e Lamicroscopia electronica de barrido en el campo de la microbiologia permite obtener
imagenes tridimensionales debido al poder de resolucion y profundidad de campo que
posee, permitiendo realizar estudios referentes a la estructura elemental de una muestra
a utilizar. Ademas, dispone de variedad de aplicaciones como en odontologia,
identificacion de virus o bacterias, entre otros.

e La investigacion que se efectud es de tipo descriptiva y con un enfoque cualitativo
mediante revisién documental bibliografica, ya que se consulto en articulos cientificos
referentes al tema.

e En cuanto a las muestras a utilizar en el SEM deben estar debidamente deshidratadas
procurando mantener la composicién original ejecutando procedimientos necesarios
como: fijacion, deshidratacion y metalizacion. Aplicando técnicas de secado por punto
critico o criofijacién acorde a la muestra a utilizar, en el caso de muestras

microbiologicas se emplea el uso de liquido idnico.
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7. ANEXOS

Anexo N°1. Partes del microscopio electronico de Barrido para analisis de membranas
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Anexo N°3. Comparacion de dos métodos para preparacion de muestras (a) recubrimiento
catodico convencional, (b) liquido iénico.

Sputter coat lonic Liquid
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