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RESUMEN

La microscopia electrénica de transmision es una técnica que utliza un haz de
electrones acelerado, Unicamente aquellos que atraviesan la muestra generan la
imagen en la pantalla fluorescente, mas no, aquellos que rebotan o son absorbidos por
la muestra. Es por ello, que ha resultado pertinente en la presente investigacion
determinar las principales aplicaciones de la microscopia electronica de transmision, la
cual mediante revisién bibliografica de articulos cientificos referentes al tema, se
demuestra que la microscopia electrénica de transmisibn permite determinar la
composicion quimica y observar caracteristicas ultraestructurales de microorganismos
gue con otros tipos de microscopios no se lograria, ademas permite el rapido diagnostico
y diferenciacion de enfermedades de origen viral. Dentro de las aplicaciones en la cuales
resulta fundamental su uso encontramos: bacteriologia, virologia, identificacién de
ciertos protozoarios, entre otras. Mediante la microscopia electrénica de transmision se
aprecia la relacion patdégeno-huésped, al observar a nivel ultraestructural el
comportamiento de las células de defensa del huésped frente a los agentes patdgenos
invasores, lo que permite entender el proceso infeccioso a partir del cual se pueda
establecer un estudio enfocado al control, prevencion y tratamiento para combatir el
patégeno y la enfermedad subsecuente. El procedimiento a seguir para lograr el correcto
procesamiento y analisis de la muestra consiste en una doble fijacién, lavado,

deshidratacidn, infiltracion, polimerizacion, seccionamiento y tincion.

Palabras clave: microscopia, ultraestructura, microbiologia, diagndstico, analisis



ABSTRACT
Transmission electron microscopy is a technique that uses an accelerated electron
beam, only those that pass through the sample generate the image on the fluorescent
screen, but not, those that bounce or are absorbed by the sample. That is why it has
been relevant in the present investigation to determine the main applications of
transmission electron microscopy, which by means of a bibliographic review of scientific
articles on the subject, it is shown that transmission electron microscopy allows
determining the chemical composition and observing Ultrastructural characteristics of
microorganisms that could not be achieved with other types of microscopes, in addition
it allows the rapid diagnosis and differentiation of diseases of viral origin. Among the
applications in which its use is essential we find: bacteriology, virology, identification of
certain protozoa, among others. Transmission electron microscopy shows the pathogen-
host relationship, by observing at an ultrastructural level the behavior of the host's
defense cells against invading pathogens, which makes it possible to understand the
infectious process from which a study focused on the control, prevention and treatment
to combat the pathogen and subsequent disease. The procedure to follow to achieve the
correct processing and analysis of the sample consists of a double fixation, washing,

dehydration, infiltration, polymerization, sectioning and staining.

Keywords: microscopy, ultraestructure, microbiology, diagnosis, analysis.



INDICE

1. INTRODUCCION. .....coooiiieieeeeeeteeee et ete ettt ses s nase st en s sses s sananes 1
I @ 1o 1= 1Yo 1T U= = | R 1
1.2 ODbjetivOS ESPECITICOS ...ccviiieiiiiieieee ettt reebeenae s 2

2 DESARROLLO ..ottt sttt ettt ene e 2
2.1 Microscopia electrdnica de tranSMISION ..........ccccvevverieeriereeeee e 2
pZ 0 R T 13T ISR 2
2.1.2 Fundamento del MELOUO........ccueiirieieeceee et 2
2. 1.3 INSIIUMENTACION ..ottt ettt et sbe bt e b b e nes 3
P O 1o I o] - T 1 o o 0SSR 3
2.3, MEtOAOIOGIA ... ettt sttt b ettt 4
2.4. Solucion al problema practico plateado...........cceceverieierieneceeeee e 4
2.4.1. ;Cuales son las principales aplicaciones de la microscopia electrénica en el
Laboratorio de MIiCrobiologia?’ ........ccevverieiieiieeee ettt ee s 4

3 CONCLUSIONES.....c.o ottt sttt st ste e sa e esbesbessaenaestesseeneenes 7

4 BIBLIOGRAFIA ... eeee e se st esas s as s sas s sssssasasesnanansans 8

B ANEXOS ...ttt ettt ettt Rt et e e e ne et st e eene e 10



1. INTRODUCCION

La necesidad de potenciar la visualizacion y caracterizacion a nivel ultraestructural de
microorganismos, ha convertido a la microscopia electronica de transmision (MET)
como una herramienta valiosa. La mayor relevancia de la MET se basa en el rapido
diagnéstico de enfermedades de origen viral y posee una menor importancia en el
diagnostico de enfermedades de origen bacteriano, parasitario y fangico, debido a que,
estos son microorganismos con un tamafio suficiente para poder ser observados

mediante la microscopia optica (Jung and Mun, 2018).

El funcionamiento de la MET consiste en el paso de un haz de electrones sobre la
muestra, en la cual los 4tomos que componen dicha muestra van a producir una
dispersion electrénica. En comparacion con otras pruebas diagnosticas como PCR
(reaccién en cadena polimerasa) existe menor riesgo de contaminacion cruzada de la

muestra y menor costo en cuanto al uso de materiales y reactivos (Wenzel et al., 2021).

El requerimiento de pruebas diagnésticas que brinden resultados precisos, faciles de
aplicar y de costos considerables, sumado a la aparicion de nuevas cepas de virus y la
necesidad de estudiar sus caracteristicas ultraestructurales, conllevé a la creaciéon de la
microscopia electrénica de transmisién, cuya aplicabilidad ayudé a solventarlas
cumpliendo las condiciones y especificaciones que no se logran con otros métodos

diagnosticos (Roingeard, Raynal, Eymieux and Blanchard, 2019).

Por lo tanto la presente investigacion tiene como importancia determinar las principales
aplicaciones de la microscopia electrénica de transmisién, mediante la revision
bibliogréafica en articulos cientificos referentes al tema, para el conocimiento de los usos

del método en el Laboratorio de Microbiologia.

1.1 Objetivo General

e Determinar las principales aplicaciones de la microscopia electrénica de
transmisién, mediante la revision bibliogréfica en articulos cientificos referentes
al tema, para el conocimiento de los usos del método en el Laboratorio de

Microbiologia.



1.2 Objetivos Especificos

e Identificar las principales aplicaciones de la microscopia electronica de
transmision en el diagnéstico microbiolégico.

e Indicar el método para el procesamiento de la muestra.

¢ Reconocer la aplicabilidad de éste método en la investigacion de la relacion entre

agente patégeno y huésped.

2 DESARROLLO

2.1 Microscopia electronica de transmision

2.1.1 Definicion

La microscopia electrénica de transmision es una técnica que utiliza un haz de
electrones acelerado que al atravesar un espécimen muy fino permite determinar su
composicion quimica y observar caracteristicas como estructura y morfologia. La MET
es caracterizada por ser la Unica técnica de imagen que permite apreciar una

visualizacién directa de la estructura de los virus (Calderén, 2020).

El primer microscopio electronico de transmision fue desarrollado por el fisico Ernest
Ruska y colaboradores (1931-1933), actualmente sigue representando una herramienta
importante en diferentes &reas dentro de la investigacion cientifica, tales como medicina,

biologia, nanoparticulas, entre otras (Shoemark, 2017).

2.1.2 Fundamento del método

Para la obtencion de imagenes en el microscopio electrénico de transmisién, se usan
los electrones aprovechando su caracter de ondas, luego de ello se produce un punto
de interferencia en la imagen, como resultado de la iluminacion paralela, lo que genera

imagenes directas al instante (Cizmar and Yuana, 2017).

La MET posee la capacidad de examinar muestras en regiones o partes grandes, para
ello, el seccionamiento debe ser muy fino, al realizar el enfoque del haz de electrones

sobre la muestra, Unicamente los electrones que atraviesan la muestra generan la



imagen en la pantalla fluorescente, mas no, aquellos que rebotan o son absorbidos por

la muestra (Burghardt and Droleskey, 2006).

2.1.3 Instrumentacion

El MET consta de las siguientes partes (Borges, Assis, Santos and Abrah&o, 2018):

e Cafodn de electrones, es la fuente de emision de electrones, que permitira la
creacion de la imagen aumentada.

e Lentes magnéticas, responsables de la creaciébn de campos que enfocan y
direccionan el haz de electrones.

e Sistema de vacio, corresponde una parte importante del microscopio ya que los
electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire.

o Pantalla fluorescente, permite observar la imagen aumentada.

2.2. Caso practico

1) Contexto o situacion del problema (caso practico)

La microscopia electronica de transmision (MET) es una herramienta de gran utilidad en
microbiologia, tanto para fines de diagnéstico como en la investigacion de las relaciones
entre los agentes patégenos y el huésped. La MET tiene menor importancia en el
diagnéstico tisular de infecciones parasitarias, bacterianas y fangicas, ya que estos
microorganismos son suficientemente grandes como para ser detectados con
microscopia 6ptica. Sin embargo, el aporte de la MET al diagndstico microbiolégico
abarca también el de estos microorganismos, ya que sus caracteristicas
ultraestructurales son las que permiten, algunas veces, clasificarlos especificamente.
Se puede examinar un rango muy amplio de muestras clinicas: fluidos corporales,
sangre, heces, orina, biopsias, agua, etc. Las inclusiones viricas o algunos virus en
particular pueden ser identificados facilmente en tejidos que ya estén fijados en formol
e incluidos en parafina. Por tanto, sera importante conocer la fundamentacion vy

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

2) Fuente de consulta (Bibliografia): nombre del articulo o normas

internacionales, documentos, textos (pagina)



e Aplicaciones de la microscopia electrénica de transmision en el diagnostico
microbiolégico. Paginas 1-7

e Link:
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/11173/Documento_completo.p

df?sequence=1

3) Pregunta o preguntas a resolver: La pregunta para resolver el caso

¢,Cudles son las principales aplicaciones de la microscopia electrénica en el Laboratorio

de Microbiologia?

2.3. Metodologia

La metodologia empleada para la resolucién de la presente investigacion es de tipo
descriptiva no experimental, realizada mediante revision bibliografica de 20 articulos
cientificos relacionados con el tema, del afio 2015 hasta el afio 2021, los cuales han

sido encontrados en Google académico, Pubmed, Scielo, Redalyc, ScienceDirect.

2.4. Solucién al problema practico plateado

2.4.1. ;Cudles son las principales aplicaciones de la microscopia electrénica en

el Laboratorio de Microbiologia?”

Woods y Stirling (2019), mencionan:

e Biopsias de trasplante renal: en este caso la MET posibilita la busqueda de
glomerulopatia de trasplante, enfermedad primaria recurrente, enfermedad
glomerular de novo. Los virus que se logran observar son de ADN, icosaédricos
o de forma redonda a poligonal, miden aproximadamente 40-50 nm de diametro
y no poseen envoltura.

e Microsporidios: la MET facilita la identificacion y especiacion de estos parasitos,
los cuales pueden ser identificados en biopsias de tejido o materia fecal. Para
lograr tipificarlas se considera la configuracion de los ndcleos en esporas,

ademdas del tamafio y la morfologia en sus diferentes etapas del desarrollo.

Curry, Appleton, & Dowsett (2006), detallan como principales aplicaciones de la MET:


http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/11173/Documento_completo.pdf?sequence=1
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/11173/Documento_completo.pdf?sequence=1

e Bacteriologia: mediante la MET se identifican estructuras y se localizan
antigenos presentes en células bacterianas. Ademas en muestras de biopsias,
posibilita la identificacion de algunas bacterias.

¢ Virologia: mediante la MET se puede observar caracteristicas ultraestrucuturales
de virus, las cuales no pueden ser observadas mediante otros métodos.

¢ Diagnostico rapido de viruela, enfermedad que puede confundirse con la
varicela, mediante la MET se identifica rapidamente el grupo de virus implicado
analizando el liquido de las vesiculas.

e Gastroenteritis viral: gracias a la microscopia electrénica de transmision se
descubrié que los virus eran causas comunes de gastroenteritis no bacteriana
infantil y eran responsables de muchos brotes de gastroenteritis en todos los
grupos de edad.

e Poliomavirus: con la MET se descubri6 dos poliomavirus humanos,
denominados virus BK y virus JC, estos poseen 45 nm de didmetro y presentan
capsomeros, los cuales forman la capside del virus.

e Patdgenos presentes en lesiones cutaneas: los virus pueden ser detectados
dentro de los 30 minutos luego de haber receptado la muestra, obtenida de
raspados de piel o liquido aspirado de una lesion, donde se logrard distinguir
virus del papiloma, herpes y otros poxvirus.

e El uso de la MET es de gran importancia para el estudio de proteinas
recombinantes, particularmente en el desarrollo de antigenos usados en

vacunas y ensayos.

Jurado (2005), menciona como aplicaciones de la MET:

e Virologia: la MET permite la obtencidn de resultados en menos tiempo en
comparacion con los medios de cultivo tradicionales.

e Bacteriologia: MET posibilita observar los procesos fagociticos.

e En parasitologia, permite identificar protozoarios, diferenciandolos mediante su

morfologia.
Jalil y Fraig (2019), mencionan:
e La MET resulta de gran utilidad en la deteccién rapida de organismos, como en

el caso de epidemias (alta mortalidad) en los que depende el tiempo de

diagnéstico para el control de la enfermedad.



Rojas, Mayo y Neira (2012), mencionan:

e La MET fue de gran utilidad en el analisis de biopsias renales cuyo diagndstico
no fue concluyente utilizando técnicas convencionales, mediante este método se
logré observar caracteristicas ultraestructurales, para determinar la existencia de

nefropatia por virus BK.

Menéndez et al (2016), mencionan:

e La MET contribuye en la caracterizacion de los antigenos recombinantes que
pasaran a formar parte de vacunas, mejorando la visualizacion y caracterizacion

ultraestructural de las proteinas recombinantes.

Hopfer et al (2021), mencionan:

e En la actualidad la MET constituye aquella herramienta valiosa para el estudio
de muestras de tejidos en pacientes COVID-19, con el cual se ha logrado
determinar su estructura, genoma asociado con la proteina nucleocéapside,

diametro (60-140 nm) y morfologia.

a) Métodos para el procesamiento y andlisis de la muestra

La doble fijacién consiste en una fijacién primaria, en la cual se recomienda la utilizacién
de un aldehido, luego se debe lavar la muestra en tampén, posteriormente se procede
a realizar la fijacibn secundaria con tetroxido de osmio, a continuacion se lava
nuevamente en tampon para eliminar el exceso de osmio (Ayub; Wani; Shoukat; Ahmad;
Ganguly and Ali, 2017).

Seguidamente se procede a deshidratar la muestra, debido a que en la presencia de
agua las muestras pueden colapsar al vacio, para ello se debe reemplazar con etanol o
acetona. Continuando el proceso se efectua la infiltracion con resina liquida, el cual se
lo realiza de manera gradual, 50:50 6xido de propileno y resina, seguido de 25:75y se

finaliza con resina pura (Tizro, Choi and Khanlou, 2019).

Luego se realiza la polimerizacion, la cual consiste en colocar la muestra en un gabinete
de secado 2 dias (40 ° C) y 2 dias (60 ° C). En lo que respecta al seccionamiento se

emplean cuchillas de vidrio o de diamante. El grosor debe ser de aproximadamente 60

6



nm. Se tiflen secciones con azul de toludina en una placa caliente (70°C a 90°C)
(Malatesta, 2016).

b) Aplicabilidad en la investigacion de las relaciones entre los agentes

patégenos y el huésped

Al ser invadido un huésped por un agente patdgeno, se activard inmediatamente la
primera linea de defensa, que corresponde a la participacién inmediata de los
macrofagos en su accion de fagocitosis, mediante la cual pueden destruir los
microorganismos invasores. Una de las formas de conocer si los macréfagos fueron
activados, resulta de la aplicacion de la técnica de precipitacion de la fosfatasa acida
acoplada a la MET, observando como caracteristica un precipitado dentro de los
fagosomas, lo cual indica que se ha dado la activacion celular (Palma, Castrillon,
Castafieda, Duarte, Mendoza and Padilla, 2017; Watteauand Villemin, 2018).

3 CONCLUSIONES

Luego de haber planteado la solucion a la pregunta del problema practico, la conclusion

a la que llego es la siguiente:

e La microscopia electronica de transmision posee una amplia variedad de
aplicaciones dentro del campo de la microbiologia, resultando ser de gran
importancia ya que permite observar a niveles ultraestructurales, lo que en otros
microscopios no se lograria. Como por ejemplo encontramos su uso en
bacteriologia, virologia, identificacion de ciertos protozoarios, entre otras.

e En la relaciéon patégeno-huésped permite comprender el proceso infeccioso a
partir del cual se pueda establecer un estudio enfocado en el control, prevenciéon
y tratamiento del patégeno y la enfermedad subsecuente.

e El procedimiento a seguir para el procesamiento y posterior analisis de una
muestra consiste en una doble fijacién, lavado, deshidratacion, infiltracion,

polimerizacion, seccionamiento y tincion.
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ANEXOS

Anexo N°1. Partes del microscopio electrénico de transmisién

Cafién de electrones
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Anexo N°2. Aplicaciones de la microscopia electrdnica de transmision en microbiologia.

AUTOR APLICACION
e Busqueda de glomerulopatia de trasplante.
Woods y Stirling (2019) e Identificacion y especiacion de
microsporidios.
e Bacteriologia: identificar  estructuras 'y

Curry, Appleton, & Dowsett
(2006)

localizar antigenos.
Virologia.
Diagnostico rapido de viruela.

Gastroenteritis viral.
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e Investigacibn de lesiones cutaneas Yy
liberacion deliberada  de patégenos
peligrosos.

¢ Investigaciébn de proteinas recombinantes,

antigenos y capsides virales.

e Diagnostico rapido de enfermedades viricas.
Jurado (2005) e Determinacion de los procesos fagociticos.

¢ |dentificacion de ciertos protozoarios.

Jalil y Fraig (2019) e Deteccién rapida de organismos.

) , e Determinar la existencia de nefropatia por
Rojas, Mayo y Neira (2012) _
virus BK

i e Caracterizacion de antigenos recombinantes
Menéndez (2016) i
que pasaran a formar parte de vacunas.

e Estudio de muestras de tejidos en pacientes
Hopfer (2021) COVID-19 (estructura, genoma, diametro y

morfologia)

Anexo N°3. Diagndstico de infecciones virales mediante microscopia electrénica de

transmisién

Los paneles Ay B ilustran un diagndstico morfolégico diferencial rapido que compara
un herpesvirus (A) y un parapoxvirus (B) en el liquido recuperado de las vesiculas

cutaneas.

11




Los paneles C y D ilustran un diagnéstico morfologico diferencial rapido para un

rotavirus (C) y un adenovirus (D) en las heces.

Anexo N°4. Esquema de procesamiento de muestra para analisis.
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1 4 LAVADO

DOBLE FIJACION
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.
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L

TINCION
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Anexo N°5. Visualizacion de estructura de SARS-CoV-2
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