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relacionado con esta especialidad, al que exalto mis congratulaciones, en
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PREFACIO DE LOS AUTORES

La primera ediciéon de “Introduccién a la Microscopia Electronica” fue
publicada en el 2004. La segunda edicién fue publicada en el 2012, los libros
casi se han agotado.

Adicionamos, nuevas tecnologfas relacionadas a la microscopia, tales como
el Microscopio Confocal de Laser de Scanning y el Microscopio de efecto
Tunel, que hicieron grandes avances en la Gltima década. Estos microscopios
desarrollados exhiben un alto poder de resolucion.

En este documento se ha incluido una introduccién a los nuevos tipos de
microscopios. En adicién se adjunta “Breve histotia del microscopio” para
ayudar a quienes se interesen en la herencia humana. Afortunadamente,
también fue posible agregar nuevos ejemplos de aplicacién tales
como: fotograffas del virus de Influenza aislado en Ecuador, asi
como Microsporidia, Parapoxvirus, Primer reporte en Ecuador del
Angioestrongylus Cantonensis a nivel de espicula copulatriz

por microscopia electrénica, Cenizas de Volcan, etc.

Siguiendo el desarrollo de la tecnologia moderna, fue posible diagnosticar
una enfermedad infecciosa, en plantas o animales, inclusive con una cantidad
no visible de espécimen. Sin embargo, “VER ES CREER?” sigue siendo
nuestro sentimiento.

Finalmente, deseamos expresarles nuestra profunda gratitud al Ing.
Santiago Apunte Castilllo, Director Ejecutivo del Instituto Nacional de
Investigacién en Salud Publica, al Blgo. Gabriel Morey, responsable de
Plataformas Cientificas Compartidas del INSPI, por darnos su respaldo para
publicar este documento.

También queremos agradecer a quienes nos proporcionaron especimenes
para nuestro estudio y colaboradores del laboratorio.

Julio 2015 Yasuji J. Amano
Linda Diaz Cevallos
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PRINCIPIOS DE
MICROSCOPIA ELECTRONICA



Microscopia Electrénica
DEFINICION

E1 MICROSCOPIO: es un instrumento que se utiliza para magnificar
la imagen de un objeto diminuto.

Si la imagen es formada por “luz”, se llama microscopia de luz.

Si la imagen [N formada or “electrones” S¢ llama microscopia
5
electrénica.

Existen dos tipos de Microscopios Electronicos que se usan
comunmente.
El de Transmision y el de Barrido.

EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION
(TEM) es analogo al microscopio de luz, por el principio de la
formacién de imagen.

EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM)
su exploracion tiene alguna semejanza al de tipo radar.



Microscopia Electronica
LOS ELECTRONES

Los electrones, su fuente convencional en el Microscopio
Electréonico se obtiene, mediante altas temperaturas (emisiéon
térmica) del filamento de tungsteno que hace las veces de
catodo. En algunos casos, se usa como fuente de electrones el
cristal Hexaboride de Lanthanum (LaB0). Este catodo tiene alto
rendimiento y larga vida de emision. Otro tipo de catodo, “Field
emission electron gun”, no requiere calentamiento, sin embargo
estos requieren un alto vacio, apreciablemente mayor que en un
microscopio convencional.

Los Electrones son particulas con carga negativa, que atraidos por
una carga positiva (anodo), forman una onda de electrones.

La onda de electrones puede ser desviada por el campo
electromagnético (lente de electrones), dicho movimiento es
analogo al de la corriente de luz en un lente convexo.

TLa aceleracion de la corriente de electrones tiene una efectiva

longitud de onda (A), dada en nm:

1.3
A= W 7+ aceleracion de voltaje

La emisién de la corriente de electrones, estara dentro de una
columna, con un vacio necesario para que se desplacen los
electrones sin chocar con los gases.



Microscopia Electrénica

COMPARACION DE LUZ
Y DE EMISION ELECTRONICA

A: Ia onda de luz emitida del filamento permanece en vacio, da la
forma al enfoque después de pasar a través del lente convexo.

B: Los electrones son emitidos desde el filamento, permanecen en vacio,
necesitan del voltaje de aceleracién del anodo para formar la onda
de electrones.

El trabajo del “grid” esta en la concentracion de electrones.

C: Los eclectrones acelerados, por el voltaje de aceleracion, pasando a través
de un campo magnético (lente magnético), hacen el
enfoque, igual que la ondade luzy lente convexo.

La fotogratia muestra un tipo de filamento usado en el Microscopio
Electronico comercial.

A

{Filamento pre-centered JEOL]
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Microscopia Electrénica

PRINCIPIOS DEL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE TRANSMISION

Actualmente, la mayorfa de los Microscopios Electronicos se construyen con
lente magnético para facilitar su operacion.

Al usar el lente magnético, la longitud focal cambia continuamente debido al
cambio de la corriente electrénica sobre el carrete del lente.

La fuerza del campo magnético es relativa al nimero de turno del carrete y la
corriente eléctrica aplicada.

En el microscopio electrénico es posible cambiar  continuamente la
ampliacion.

Los Microscopios Electronicos en etapa de inicio, consistieron en sistema
de dos lentes: Objetivo y Proyector. Sin embargo, més adelante, consistieron
en sistema de tres lentes: Objetivo, Intermedio y Proyector. Como resultado
de ello, aument6 la flexibilidad de ampliacion.

Microscopio de luz, usado en los primeros afios del siglo XX



Microscopia Electrénica

COMPARACION DEL MICROSCOPIO
DE LUZ Y ELECTRONICO

En los primeros afios del desarrollo del Microscopio Electrénico,
este fue simple, como se ilustra en la fotografia de abajo. Sin embargo,
después de algunos afos al Microscopio Electrénico se le agregd
“Doble Condensador” y “Lente Intermedio”. (referido “JEM 1010)

MLL. MLE.
lamp b | filament
il —A— anode

-4 condenser [:Il-' A
‘:' I lens 25 D
e abject

e
<. '+ objective E: X :j
b7 lens = Y
/ '*.. _.r': LY

Y e BXE




Microscopia Electrénica

MICROSCOPIO ELECTRONICO
ANTIGUO (1)

Hitachi HU-5 (1949)

Este es un Microscopio Electrénico de Transmision fabricado por
Hitachi. No fue facil mantener un buen funcionamiento y su aplicacién
se us6 mayormente para investigacion en la Microscopia Electronica.



Microscopia Electrénica

MICROSCOPIO ELECTRONICO
ANTIGUO (2)

JEOL JEM-4 (1954)

Este es uno de los Microscopios Electronicos populares fabricados
por JEOL. El cafién de electrones y el cable de alto voltaje fueron
recubiertos por un metal, con el fin de proteger al operador de una
descarga eléctrica. Para tomar fotografias se utiliz6 cominmente un
plato de vidrio fotografico.



Microscopia Electrénica

MICROSCOPIO ELECTRONICO
ANTIGUO (3)

Periodo de 1.960s.

El Autor y su Microscopio Electrénico de Transmision.

Modelo HU-10 (Hitachi). El sistema fotografico fue cambiado a hojas
de pelicula, en vez de plato de vidrio. Sin embargo, fueron usados
grandes tubos de vacio y viejas partes de tipo electrénico para el circuito
electrénico. Notese: algunos botones utilizados para el alineamiento
optico electronico.

10



Microscopia Electrénica

MICROSCOPIO ELECTRONICO
ANTIGUO (4)

JEOL JEM 100C, instalado en el INHMT, en el afio 1.978.
Este modelo de Microscopio Electrénico de Transmisién fue muy

popular en aquel tiempo. Todo el circuito electrénico fue reconstruido
con cambio de estos tubos de vacio a semiconductores.

11



Microscopia Electrénica

ACTUAL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
TRANSMISION

L

= »
JEOL JEMIORG f1ER0)

JEOL JEM1010, instalado en el INHMT en el afio 1.998.
LLa mayor parte de su manejo esta controlado por computadora y en

caso de falla, cuenta con un sistema libre.
Notese que este modelo tiene pocos botones visibles.

12



Microscopia Electrénica

ESQUEMA DE SECCIONES
DEL TEM JEOL JEM1010

Este TEM tiene Dos Lentes Condensadores, Dos Lentes Objetivos,
Dos Lentes Intermedios y Dos Lentes Proyectores.

Dos cajas para peliculas de fotografia,en donde por cada caja son aceptadas,
acepta hasta 50 hojas de negativos.

13



Microscopia Electrénica

CONTRASTE DE LA IMAGEN EN MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

Cualquier imagen se reconocera como unica por el contraste, tal como
oscuro y brillante y/o diferencia de colot.

La imagen en el Microscopio Electronico es formada por grados de
brillantez (oscuro y brillante).

Cuando los rayos de electrones pasan muy cerca de un nucleo atémico
o de un atomo en el espécimen, ellos se desvian mediante angulos
relativamente grandes, sin la pérdida de energfa, a este fenémeno se lo
llama Esparciéon Elastica.

El nimero de electrones desviados aumenta de acuerdo al espesor del
espécimen y es también proporcional al numero atémico del elemento
(masa y espesor).

Si una parada fisica de apertura angular relativamente pequefa se
pone detras del espécimen, el electron disperso se quitara desde la onda
y la imagen sera menos intensa en regiones que corresponden al espesor
masivo de un espécimen.

Esta relacion entre la intensidad de imagen y el espesor masivo se
conoce como Contraste de Amplitud.

Cuando los rayos de los electrones, encuentran a los electrones
orbitales en atomos de especimenes delgados, hay un encuentro
entre dos cuerpos de masa igual. Esto resulta en energfa impartida de
los electrones orbitales, al gasto de los electrones del rayo.

El proceso es conocido como Esparcion Inelastica, y el
esparcimiento inelastico corresponde al Contraste de Fase.

El contraste de una imagen en el microscopio electrénico sera compuesto
por el Contraste de amplitud y el Contraste de fase.

Sin embargo, en general, la amplitud de contraste es dominante en
especimenes con estructuras grandes, y el contraste de fase es efectivo
en estructuras finas.

14



Microscopia Electronica
RESOLUCION

En microscopia, el término “Resoluciéon” tiene un concepto vy
significado importante, es: la distancia minima entre dos puntos,
reconocidos como dos puntos separados.

Un Microscopio Electrénico tiene el alcance de un gran poder de
ampliacion; sin embargo sera de poco uso, si el poder de resolucion
es pobre.

Basicamente, resolucion conexa directamente la longitud de onda usada
para formar la imagen y es conocido como Limite de Difraccion.
La resolucion 4 es dada por:

0.6 A
n-sina

d =

Mongitud de onda
sin a: 1/2 angulo de apertura de lente objetivo
n: el indice de refraccion.

En un microscopio de luz usando 500 nm de luz, la resolucién tedrica

sera de 200 nm, pero, para el propésito practico es:
i=*
2

La misma férmula puede aplicarse para el Microscopio Electrénico,
y es obvio, que el microscopio electronico posee notable poder de

resolucion, a causa de la longitud de onda de los rayos de electrones.

15



Microscopia Electrénica

Al usar un acelerador de voltaje de 80 KV, la longitud de onda de electrones,
sera superiora 0,0043nm y tedricamente, la “Resolucion” sera inferior
a 0.0021nm.De manera similar al usar una aceleracioén de voltaje de 100
KV, la longitud de onda es 0.0038nm y la resolucién tedrica sera menor
de 0.0019nm. Es evidente, que usando acelerador de voltaje mas
alto, tal como 200KV, 300KV o 1.000KYV, es de esperar mejor poder de
resolucion. Sin embargo esto, puede traer consigo algunos problemas
técnicos como: aislamiento eléctrico, ademas de otros problemas como la

reduccion del contraste de imagen y el probado de la técnica de preparacion.

Microscopio Electréonico de Transmisiéon JEOL 1000KV
Nota: Una parte, de lo Gigantesco del cafién de electrones

16
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Microscopia Electronica

CARACTERISTICAS DEL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE TRANSMISION

El alto vacio es esencial para el funcionamiento del microscopio
electronico. En otras palabras, los especimenes volatiles no
pueden estudiarse por técnicas ordinarias.

. Elimpacto delos electrones sobre un espécimen ocasionara efectos
sobre el mismo, tales como: contaminacion, calefaccion, sobrecarga
eléctrica, etc. Por lo cual no se puede usar especimenes labiles
por calentamiento, con técnicas ordinarias.

El contraste de la imagen depende de la masa y espesor del
especimen.

. Bl Microscopio Electrénico tiene gran poder de ampliacion.
Sin embargo lo mas importante es su poder de resolucion.

Los especimenes para el estudio deben ser delgados y pequefios.

17



Microscopia Electrénica
PREPARACION DEL ESPECIMEN

I. Soporte del espécimen en Microscopia Electronica de
Transmision.

En Microscopia de Luz el espécimen tiene como soporte una placa de

vidrio transparente.

En la Microscopia Electronica el espécimen se apoya sobre una
pelicula delgada de colodion (nitrocelulosa), polivinyl formol (formval),
peliculas de carbon, etc., que son transparentes al rayo de electrones.

Estas peliculas a su vez se apoyan sobre una rejilla (o malla fina)
de metal (MESH).

Ejemplo del Tipico Mesh
100 mesh

M¢étodo de Preparacion de la Pelicula de Soporte

A. En un vaso beaker con agua, aplicar una gota de solucién de
Colodium (2% en acetato de amylo), lo que formara una pelicula.

B. Poner el mesh sobre la superficie de dicha pelicula.

C. Introducir verticalmente una placa de vidrio de microscopia de
luz, en dicha pelicula.

D. Sacar en la placa de vidrio la pelicula con mesh.

E. Mesh con pelicula de colodion. Listo par usar.

18



Microscopia Electronica

PROCEDIMIENTO DE PREPARACION
DE LA PELICULA

19



Microscopia Electrénica

II. En el Caso de Objetos Pequeiios.

Las particulas finas o las fibras delgadas (bacterias, virus, etc.)
pueden aplicarse directamente sobre el espécimen que apoya
la pelicula, sin embargo la mayorfa de los especimenes biolégicos
no dan suficiente contraste, por lo cual es necesario un tratamiento
adicional.

(1) Método de Sombreado
Es el método usado para aumentar el contraste de objetos
pequenos.

PRINCIPIOS DEL SOMBREADO

Evapors! i Source

S imEn

@

= Dgposit ol evaphraiéad
metal

|
Shadow

20



Microscopia Electrénica

MAQUINA DE SOMBREADO

La jarra con alto vacio. Aplicacion de la corriente eléctrica al prender
el calentador por evaporacion de metal, como Pt-Pd, Cr. etc.

@ -a
T-" - — - = & &
-

Evaporacién del metal en alto vacio.

21



Microscopia Electrénica
(2) Técnica de Tincién Negativa

Esta técnica es analoga a la técnica “Tincion de tinta de India” que se
usa en la microscopia de luz, para ver espiroquetas y otras bacterias.
Un material biolégico que no muestra el contraste suficiente por
Microscopia Electrénica, puede usarse con el material opaco de
electrones.

Entonces, sera posible observar el perfil del objeto como una sombra
en un molde opaco de electrones.

La sustancia cominmente usada como material opacode  electrones
es el PTA al 2% (acido fosfotingstico en agua neutralizado con
KOH). EI compuesto de uranio, tal como el acetato de uranilo, es
también comunmente usado.

PROCEDIMIENTO DE TINCION NEGATIVA

--E.A.EL_J__

1. Aplicar una gota de PTA en el mesh.

2. Mezclar poca muestra con PTA.

3. Secar el PTA con un pedazo de papel filtro

4. Secar rapidamente.
El método de Tincién Negativa fue reportado por Brenner,S. y Horne,
R.W, on B.B.A.,(1.959)
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EJEMPLOS DE SOMBREADO
Y TINCION NEGATIVA

Ejemplo: Campylobacter Jejuni

A: Sombreado

ST

B: Tincién Negativa
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(3) Cortes Finos

Es necesario hacer cortes delgados del espécimen, para observar
en los tejidos las estructuras finas como: citoplasma de bacterias,
protozoarios, etc.

III En Caso de Especimenes de Tamafio Grande

(1) Es necesario cortarlos en fragmentos pequefios.
Dependiendo del material y del propdsito de la investigacion.

Se debe realizar un procedimiento similar al indicado, como en el caso
de los especimenes pequefos.

(2) Cortes en secciones delgadas (Ultra microtomia), como II-3.

IV Principios del Corte Fino

El principio de cortar material biolégico en cortes ultrafinos es
analogo al procedimiento de microtomia en la Microscopia de luz. En
la Microscopia Electrénica sin embargo, los procedimientos son mas
estrictos y precisos en comparacion con los métodos ordinarios de la
Microscopia de luz.

(1) Fijacion: Para conservaciéon de estructuras finas de material
biolégico como especimenes vivos, se usan generalmente fijadores de
Glutaraldehido (2.5-3%), y Tetraéxido de Osmio (1%). (Ambos en

una solucion buffer).

(2) Deshidratacion: Después de enjuagar con agua, el espécimen
fijado, debe deshidratarse para realizar el Embebimiento en la resina
que es insoluble al agua, tal como EPON.

En la mayorfa de los casos se usa una serie de alcoholes para deshidratar

los tejidos biolégicos. (Algan componente, tal como sustancia
soluble de alcohol, puede ser perdido por este proceso).
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En casos especiales, sin embargo, la resina soluble en agua es
también disponible.

(3) Embebimiento

Después del proceso de deshidratacién, el espécimen debera
Incluirse en Oxido de Propileno, (miscible con el alcohol y la
resina) entonces es incluido en resina Spurt.

La polimerizaciéon de la resina puede ser acelerada por la
calefaccion o por irradiaciéon de luz ultravioleta (UV).

(4) Cortes

Se ha disenado especialmente para su uso el Micrétomo
(Ultra- micrétomo) .

Actualmente se usa la cuchilla de diamante para un mejor corte,
sin embargo, la cuchilla de vidrio es mas usada por razones
econémicas.

El espesor del corte debe ser lo mas fino posible, para una mejor
observacion, siendo ideal el de 50 a2 100 nm.

Cuchillas para Corte y Espécimen Embebido
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ULTRAMICROTOMO

Sorvall Porte-Blum MTII (Instalado en INHMT en 1978)

Leica Ultra Cut (Instalado en INHMT en 1998)
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PROCEDIMIENTO DE CORTE
CUCHILLA DE VIDRIO

El corte de cuchilla de vidrio es una técnica que consiste en:

. Marcar la barra de vidrio (25 x 25 x 6 mm), con cuchilla de filo de
plata.

Se marca con el filo en una diagonal.

. La clave es marcar el vidrio para dividirlos en dos triangulos.

WOGHE (R

.
X | | giass sirp (Gmm thick)
piot ]

M

7
=
®
=

Maquina para Cortar Cuchillas de Vidrio (Knife maker)
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DETALLES DEL CORTE

Bloque y cuchillo instalado. El movimiento del bloque es vertical,

La muestra cortada esta flotando en la superficie del agua.

Los cortes sobre el Mesh
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Microscopia Electronica

V. Tincién Electronica

Para aumentar el contraste de imagen, los materiales biolégicos deben
de ser cortados finos, y se los trata con soluciones compuestas de
metal pesado, como el uranio y/o el plomo. A esto se llama tincién
electronica. La tincion electronica puede aplicarse sobre un espécimen
antes de embeberlo en el bloque (esta tincién del corte fino es muy
usada).

METODO DE TINCION

A: Caja de Petri.
B: Papel filtro con agua (para prevenir la evaporacion

en la solucién de tincion)
C: Parafilm

D: Mesh con corte en solucién de Tincidn
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EFECTOS DE TINCION

A: No Tefido
.-"

(Tejido renal)

L
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COMENTARIO SOBRE LA
TINCION ELECTRONICA

En la mayoria de casos la Tincién se usa para incrementar el contraste
sobre una imagen. Actualmente se usan compuestos de uranio y citrato
de plomo. El contraste en la Microscopia Electrénica de Transmision
depende del grosor de la densidad de sustancias compuestas en
el espécimen. Para esta tincion es usado un material de componente
metalico. Este proceso con especificidad de tincién no es constante.

Soélo es posible el método de Tincion especifica usada en el presente,
con el método inmunolégico en la “Inmuno Electro Microscopia”.
Originalmente la Inmuno Electro Microscopia fue reportada
a principios del afno 1950, la inmuno globulina purificada tiene
conjugaciéon con  las moléculas de ferritina ( tiene ferro-
globulina ), esta ferro-globulina reacciona con el antigeno en los
tejidos. El mecanismo es muy similar a la técnica de anticuerpo
de Fluorescencia en Microscopia de luz.

Ademas la molécula de ferritina posee una forma de gran
molécula ( tiene 11 nm de diametro ) vy la penetraciéon de ferro-
globulina es un problema sobre su aplicaciéon en los tejidos. La
técnica de ferro-globulina, tiene variaciones sobre el —anticuerpo
conjugado con la enzima (peroxidasa), sobre oro coloidal.

La técnica de “auto-radiografia” tiene buena aplicacién en los
cortes ultrafinos para Microscopia Electrénica de Transmision.

En  Microscopia  Electrénica de Barrido “(SEM) el método
inmunoldégico seinicia a partir delosafios 60s. En la primera aplicacion
de la Técnica inmunoldgica en SEM, PSL (latex polystyrene) tiene
conjugacion con la inmunoglobulina y es efectiva en muchos casos.
Recientemente es usado el oro coloidal, a2 cambio del PSL.
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OPERACION DEL TEM(1)

(iperaciin aciual er

arscuridad
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OPERACION DEL MET (2)

BMango de sostén del espécimen

Imtrodecciin del mangs con
capleimen.

Esto es posible pam inclinacion,
durante su ohservaciin.

Pantalla de ohservacitn

La pelicula para fotografia y el negativo, marcadas con datos.
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CONSERVACION DE IMAGEN DEL
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
TRANSMISION

Como se describe en una estructura basica del microscopio electrénico
de transmision (Pag. 21), la llamada “camara” es situada al pie de
la columna. Sin embargo, es un tipo de “sostenedor de filme
fotografico”.

Una imagen del rayo electréonico es grabada directamente en la pelicula
fotografica, sin ningin sistema de lentes. Luego, la imagen grabada es
desarrollada por un proceso de “reducciéon de componentes de plata”
en un “cuarto oscuro”.

Sin embargo, en afos recientes el método de fotografia ha sido
modificado grandemente por la tecnologfa digital. La ventaja de la
fotografia digital es simplemente de manejo.

Es posible ver la imagen grabada inmediatamente, sin ningiin proceso
de desarrollo en un cuarto oscuro.

Un ejemplo de sistema de fotograffa digital es mostrado
esquematicamente.

La imagen original es formada en una pantalla fluorescente, luego el
brillo de la imagen es introducido a un CCD (dispositivo acoplado de
carga), a través de lentes 6pticos o “fibra 6ptica”, para cambiar el actual
eléctrico. La imagen final puede ser vista en una pantalla de monitor y
puede ser guardada en un sistema de memoria.

En la pantalla de la computadora, se puede hacer cualquier método de
procesamiento de imagen con un programa compatible. Sin embargo,
no se deberfa hacer cualquier modificacion artificial de la imagen.

En la fotografia, se muestra un “sistema de camara de CCD de insercion
lateral”

Si se usa la parte inferior del sistema de montaje (bottom mounting
system) (ver Fig,) obtendra mejor calidad de imagen, puesto que el
tamafio de la pantalla fluorescente es realmente grande, en comparacion
con el sistema de insercion lateral.
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Digitizad Photography System

| Side ot CCD

Insart ar pull out
free

Bt iy i ST
{ Fiozd )
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Microscopia Electrénica
CONCEPTOS IMPORTANTES

1. Astigmatismo

Un lente de electrones se dice que posee astigmatismo, como lente
convexo de luz.

Se define como Astigmatismo: la luz (rayo de electrones) emitida
desde un punto, que no enfoca dicho punto en esa direccién, sino que
lo hace en puntos dispersos, después de pasar a través de un lente
convexo (magnético).

El astigmatismo en un Microscopio Electrénico es ocasionado por
varios factores, tales como: falla de fabricacién del lente mismo, o
contaminaciéon de la columna (en el paso de rayo de electron).

Para verificar el astigmatismo, podemos utilizar un Mesh cubriendo
con cinta las perforaciones pequefias. Cuando existe el astigmatismo
en el lente objetivo, veremos que la imagen esta enfocada sélo en una
direccién.

Su procedimiento de correccion es facil y esencial para la alta calidad
en la Microscopia Electroénica.

Si la falla se debe al proceso de fabricacion, ésta no podra
ser corregida por el usuario. Pero si el astigmatismo es ocasionado
por falla adquirida, ésta se corrige con un buen mantenimiento del
microscopio.
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EJEMPLOS DE ASTIGMATISMO

(Espécimen: orificio pequefo del mesh, tapado con la cinta)
Fotografias A y C muestran Astigmatismo. B después de correccion de

Astigmatismo.

A B
FOTOGRAFIAS DE VIRUS DE LA ORQUIDEA

(Espécimen: virus de Orquidea)
Fotografia D no Astigmatismo, E Astigmatismo.
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Microscopia Electrénica
2. ENFOQUE

El enfoque es muy importante para una buena fotografia.

Su procedimiento en la microscopia electronica incluye el ajuste entre
la distancia del foco del lente y del objetivo.

Para reducir la corriente electronica sobre el lente objetivo, la distancia
debe ser mayor (Under focus).

Al aumentar la corriente eléctrica, lalongitud focal llega a ser mas corta
(Over focus).

Una fotografia tomada debajo del enfoque, aclara un poco la impresion.
Esa es la razéon por la cual algunos Microscopios Electronicos
convencionales instalaron un sistema de circuito electréonico como
“foco 6ptimo” que automaticamente al reducir la corriente del lente
objetivo, actia al mismo tiempo de tomar las fotos.

PRINCIPIOS DE AJUSTE DEL ENFOOQUE Y TERMS

5 = I I
objective lenzs <\ Fi

— g’

\ 1 over focus
Specimen w=— — exact focus

' under focus
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EJEMPLOS DE ENFOQUE

Espécimen A: Pequefio orificio tapado con la cinta,
correccion de astigmatismo
B: Fragmentos del virus de la Orquidea

(ORSV)

Over focus exact focus under focus

(Encima del enfoque) ( Enfoque exacto)  (debajo del enfoque)

La fotografia “debajo del enfoque”, muestra buen contraste.
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3. Contaminacién del Espécimen

La estructura del Microscopio Electrénico consiste en una columna de
alto vacio, necesario para que se desplacen los electrones, sin embargo,
en la columna pueden existir muchos contaminantes en forma de gas,
que han sido involuntariamente llevados con los especimenes, o por el
gas originado desde la pelicula fotografica.

Estos contaminantes se depositan sobre el espécimen, con el
bombardeo de electrones, afectando el contraste y la resolucion de la
imagen, cuanto mayor sea la ampliacion.

4. Bombardeo de Electrones

El impacto de los electrones sobre el espécimen, provocara que dichos
electrones se desplacen sin chocar. Sin embargo, a su vez los electrones
producen efectos destructivos en el espécimen, tales como dislocacion
del nucleo atémico, ionizacion del espécimen y efectos térmicos.
Estos efectos se los llama “Bombardeo de Electrones®, y sera
menor por la disminucién de la intensidad de rayo de electrones.

5. Profundidad de Observacion Focal

Comparado con el Microscopio de luz, el Microscopio Electrénico
tiene mayor profundidad de observacion focal.

En otras palabras, la imagen  superior del espécimen y la
imagen de fondo del mismo espécimen nos muestra, que se
ve igualmente clara. Esto puede llevar en algunas ocasiones, a
confusion.
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EJEMPLOS DE BOMBARDEO DE ELECTRONES

Ejemplo de una bactetia Plesiomonas shigelloides.
Procesamiento no como Tincién Negativa o recubrimiento por
sombreado.

Fotografia A: Antes del Bombardeo de Electrones
B: Después del Bombardeo de Electrones.
Algunos componentes afectados en la evaporacion

ILa bacteria P. shigelloides produce granulos llamados «cuerpos
metacromaticos”, similares a los de Corynebacterium diphteriae
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INTERPRETACION DE LA
MICROFOTOGRAFIA

Una fotografia debe ser un registro exacto de la imagen observada en
el Microscopio, sin embargo el registro exacto no significa “registro
real”. Algunas veces el Microscopio Electrénico produce “pseudo-
estructuras” a causa de la naturaleza del instrumento. Mirando en tres
dimensiones el objeto en una fotografia de Microscopio Electrénico, la
superficie y el fondo del objeto muestran la misma agudeza. (Sobre una
fotografia, a causa del Microscopio Electrénico, tiene gran tolerancia de
enfoque). Como resultado se ha visto frecuentemente la superposicion
de imagenes o Moiré.

Otros conceptos importantes que debemos considerar en la
macrofotografia electrénica son: 1) El Astigmatismo, 2) El impulsar
del espécimen y 3) El enfoque.

Aunque tales efectos son producidos en su mayorfa debido a la alta
magnificacion y esto se lo reconoce con la experiencia.

EJEMPLO DE Moiré

Dos mesh son sobrepuestos por diferentes angulos. Esto da como
resultado, modelos diferentes.

®-®
©@ ® ®
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“Moir¢”, ENCONTRANDO ROTAVIRUS

Note la estructura que se ha formado (flechas) sobrepuesta en las
particulas del virus. Dicha estructura no siendo propia, existe sobre las
particulas virales. Este fenémeno ha hecho que aparezca, encima de la

superficie y en el fondo del virién.
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SUPER IMPOSICION DE ESTRUCTURAS

La super imposiciéon de imagenes se ha visto frecuentemente. Las
fotografias de la siguiente pagina, se tomaron del estudio realizado en
camaroén, con el Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV).

Esta estructura de super imposiciéon da un resultado a la mirada algo
extrafa, y es identificada claramente por las “fotografias de estéreo”.
Un par de fotografias estéreos tomadas con diferentes angulos,
contrario a la direccién del rayo de electrones, como “inclinacién”
del espécimen.

Para ver este “par estéreo” se han retenido las fotograffas a una
distancia de 30 cms, desde nuestros ojos, tratando de mirarlas ambas
fotografias en el mismo momento. No es necesario tratar de hacerlo
por separado o en serie.

Simplemente se mira casi al mismo tiempo. Lo cual puede requerir de
un poco de practica.

Inclinacién del Espécimen
Electron baam

-l —!-’-— s

. . S—

| | |

| —-— . T
3 . —

Fhotograph 1 2
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EJEMPLO DEL PAR ESTEREO

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV).
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Grupo de particulas del virus en tejido y la direcciéon de un corte fino.

photograph
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MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO
INSTALADO EN EL INHMT

Hitachi HS 430 (Instalado en 1978)
i

4= B

JEOL JSM 5310 (Instalado En 1998)
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PRINCIPIOS DEL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO

El principio del Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) es bastante
diferente comparado con el de Transmision.

Ambos utilizan “el rayo de electrones”, sin embargo, trabajan con
mecanismos totalmente diferentes. En un SEM el rayo de electrones se
llama “sonda”, a causa de la intensidad del rayo de electrones que pasa
por la superficie del objeto.

Los electrones en la sonda cuando encuentran un objeto, seran desviados
por atomos en el objeto, llamandose a esto “electrén disperso”.

Sin embargo, a la vez algunos electrones en la sonda causan la emision
de “electrones secundarios” cerca de la superficie y los “rayos X”
emitidos desde la sub-superficie del area del objeto.

La mayoria de SEM que es usado en dareas bioldgicas, tiene imagenes
formadas desde electrones secundarios. En general, los electrones
esparcidos y los rayos X proveen informacion util sobre el objeto,
como se lo resumira a continuacion.

1. Electrones secundarios: Observacion topografica de la superficie

2. Electrones esparcidos enla parte posterior: Componen la observacion
de superficie.

3. Rayos X: El analisis elemental del espécimen.

La intensidad de electrones esparcida por el espécimen y los electrones
secundarios emitidos desde el espécimen, dependen de la composicion
elemental de la superficie topografica del objeto y de la energfa, e
inciden en la sonda de electrones emitida.
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Los electrones dispersos o los electrones secundarios pueden ser
tomados por un electrodo de carga positiva llamado colector o anodo.
El electrén cargado se refleja sobre la pantalla fluorescente (llamada
cintillador) y emite fluorescencia.

La fluorescencia emitida por el electrén cargado por el cintillador, es
convertida a corriente eléctrica por un tubo fotomultiplicador (PMT).

La corriente eléctrica amplificada por un circuito electronico, se usa
para controlar la brillantez de un tubo de rayos catédico (CRT).

Las velocidades de rastreo de sonda y el rayo electronico del CRT estan

sincronizadas, la topografia del espécimen puede ser reproducida sobre
la pantalla del CRT.

CINTILLADOR Y FOTOMULTIPLICADOR

Scingillatnr Plastn mubiipllier Tube
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PARTES CONSTITUYENTES DEL SEM
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ESPECIMEN PARA SEM

Las explicaciones siguientes se limitan a imagenes formadas a
partir de electrones secundarios, ya que la mayoria son de aplicacién
en el campo biologico.

LLa muestra a examinarse para SEM debe deshidratarse completamente.
La mayoria de los materiales biolégicos sin embargo, tienen como
componente normal gran cantidad de agua. Por lo cual deberan ser
tratados adecuadamente con el “proceso de secado” para evitar que
se produzca una severa deformacion del espécimen. Los pasos del
procedimiento son los siguientes:

1. Fijacion
Se insolubilizan componentes de proteinas con reactivos quimicos.
El procesamiento y fijacion es igual al del TEM (Gluteraldehido 3%).

2. Deshidratacion
La deshidratacion tiene un procesamiento parecido al del TEM

3. Secado

Cuando un espécimen mojado es secado por la evaporacion normal,
ocurre una distorsion violenta.

Esta distorsion se debe al cambio de la fuerza de tensién de supetficie,
de una fase liquida a la fase de vapor, tal es el caso del agua al vapor de
agua. La distorsion sera menor, si aplicamos la técnica de “Secadora
de Punto Critico” o de “Secador por Congelacion”

4. Secadora de Punto Critico

Es un fenémeno fisico. Por ejemplo, en el caso del Diéxido de Carbono
liquido, bajo una presion de 50 Kg/cm2, se mantiene en fase liquida,
pero si aumentamos esta presién (a 80 Kg/cm?2), instantineamente
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pasara de la fase liquida a la fase gaseosa. A este cambio de presion se
lo lama “Punto Critico™.

Esta condicion de tensidn cero de superficie es ideal para secar los
especimenes biolégicos.

1. Después del proceso de deshidratacion el espécimen debera
empaparse en el fluido intermedio, que es miscible con el liquido
de Didxido de Carbono, tal es el caso de la acetona o iso-amyl
acetato.

2. El espécimen tratado con el fluido intermedio puesto en
una camara pequefia con el didxido de carbono liquido
completamente mezclado con el fluido intermedio.

3. Luego se calienta lentamente, para aumentar la presién dentro
de la camara. A la Secadora de Punto Critico, la fase liquida del
Dio6xido de carbono cambia a fase gaseosa.

4. La fase gaseosa de Dioxido de Carbono se liberara lentamente

PRINCIPIO DE SECADORA DE PUNTO CRITICO

F >
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5. Secado por Congelacion

El secado por congelacion es también una técnica para minimizar la
distorsion de especimenes, que puede ocurrir durante el proceso de
evaporacion del agua.

1. El espécimen Fijado y Lavado debe congelarse rapidamente
para evitar la formacion de cristales de hielo.

2. Lo traslado al aparato de Secado por Congelaciéon y lo guardo

por varias horas con la bomba ordinaria de vacio. El agua
sublimara desde el espécimen congelado, sin el efecto de tension
de superficie.
El agua congela a 0° C, sin embargo, para hacer un “congelado
rapido” se pone una temperatura muy baja, tal como -180°C,
(Nitrégeno liquido) o -78°C, (hielo seco). En lugar de agua se
usa en este procedimiento el “t-butanol” se congela a 25°C,y
aplicable para Congelado seco del espécimen en SEM.

M¢étodo de Secado por Congelacion en t-butanol

1. Espécimen: Se lo fija y se lo lava con agua, como de costumbre.

2. Deshidratacion en, t-butanol: Se comienza con una concentracién
de 75% t-butanol en agua, y se va aumentando, hasta llegar a una
concentracion de t-butanol de 90% y 100%.

3. El espécimen en 100% t-butanol lo guardo en congelador para
que complete, en perfodo muy corto la congelacion.

4. Transferir el espécimen congelado a la maquina de Secado por
Congelacion. Comienza secando, pero tomara varias horas para la
terminacion de este procedimiento (lo que depende del tamafio
del espécimen y volumen de t-butanol).

5. Montaje del espécimen

Con el espécimen seco, se procede a montarlo sobre una barra de metal
y se lo pega a él con un cemento o pegamento.
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UN TIPO DE SECADOR POR CONGELACION

Jarra de la Secadora

5; espécimen
C: congelador
electronico
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6. Recubrimiento con Metal

Para aumentar la emisiéon secundaria de electrones, y para prevenir la
sobrecarga eléctrica; se reviste el espécimen con una pelicula delgada de
metal pesado, como oro, paladium, etc.

Por supuesto también, en ciertos casos es posible observar el espécimen
sin recubritlo. Sin embargo las fotograffas de alta resolucién no
pueden ser observadas con nitidez.

Para el recubrimiento de metal se usa el Evaporador de Vacio. Aplicando
el Método de Sombreado que se utiliza en TEM, que puede ser usado
con un dispositivo de rotaciéon de muestras. Actualmente esta técnica
es usada ampliamente, lo que permite el recubrimiento uniforme con el
metal. Cuando una descarga del resplandor, se forma entre un catodo
(oro, o aleaciéon de oro y palladium) y anodo, en un gas apropiado
como el argén (en el trabajo de rutina, el aire puede ser usado). El
bombardeo del i6n de gas, expulsara un atomo desde el material de
catodo, a este fenémeno se lo llama “destelleo  a chorro” (sputtering).
Los atomos expulsados del metal son depositados sobre la superficie
del espécimen, cuyo revestimiento dependera: del espesor del material,

de la corriente o intensidad del i6n y del tiempo de bombardeo.

“PRINCIPIO DEL EQUIPO MAGNETRON
DESTELLEO A CHORRO”

(Magnetron sputtering device)
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EQUIPO RECUBRIDOR DE ORO

“DESTELLEO A CHORRO”
(A MAGNETRON SPUTTER COATER)

Se utiliza el oro como catodo, por 20 segundos de descarga, tiempo
suficiente para revestir la mayorfa de las muestras biologicas.
Sin embargo, en casos especiales es necesario controlar el tiempo.

Descarga. (Glow discharge)
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MICROSCOPIO ELECTRONICO DE SCANNING
DE BAJO VACIO

En la pagina precedente, se explicé acerca del sistema de microscopio
electrénico de Scanning popular, el cual trabaja con electrones
secundarios. Sin embargo, existe otro tipo de microscopio electrénico
de Scanning, el cual es conocido como SEM de bajo vacio (Low
Vacuum SEM), o SEM ambiental.

El punto es la presion de la camara de espécimen (referido en la
ilustracién). El cafidn de electrones es mantenido en alto vacio, como en
el SEM ordinario, sin embargo, la camara del espécimen es controlado

a vacfo un poco bajo con un sistema de vacio independiente.

En este sistema el “electron secundario” no puede ser usado para
formar imagen, pero es posible hacer imagenes del “electrén aislado”
Cuando un espécimen es irradiado con el rayo electrénico en el sistema
de bajo vacio (low vacuum), las moléculas de gas residual en la camara
del espécimen, son colisionadas con rayo electronico e ionizados. Estas
moléculas de gas ionizadas neutralizan la carga de la superficie del

quiera con especimenes no conductivos.

Con LV SEM, los electrones retrodispersados detras, son detectados
para usarlos como senales de imagen. La fuerza de estos electrones
(back scattered) depende del numero atémico de la composicion
del espécimen, y es posible hacer analisis elemental con electrones

retrodispersados
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Diagrama Esquemitico del Sistema de Bajo Vacio LV SEM
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OPERACION DEL SEM

Para tomar fotografias en un SEM, se necesita un tiempo largo de
exposicion, sobre los 90 - 100 segundos por foto.
Por esta razon, este equipo debe mantenerse con buena estabilidad.
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MANERA DE COLOCAR EL ESPECIMEN

~ . B :
vk

SISTEMA DE CAMARA Y PELICULA
o —

-

Original del SEM. Sin embargo actualmente se utiliza camara digital, en
lugar de films de pelicula. Adaptando programa en computadora.
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LA RESOLUCION EN SEM

La “Resoluciéon” en SEM es igual que la usada en la Microscopia
Electréonica de Transmision. Sin embargo, su significado respecto al
electrén secundario es muy diferente. En primer lugar, la resolucion en
SEM depende del tamafio de sonda (ver Principio de SEM). Por
esta razon para conseguir una imagen de alta resoluciéon es esencial la
alta intensidad y el menor tamafio de la sonda.

En la mayoria de los casos los especimenes bioldgicos seran recubiertos
con un metal pesado, para aumentar la emision del electrén secundario
y hacer limitacién de resolucion real en la aplicacion bioldgica.

En los ultimos afios se ha hecho mas conocido el Microscopio
Electrénico de Barrido de ‘“bajo vacio”, el espécimen no necesita
cubrirse con metales pesados para impedir la carga eléctrica, sin
embargo, no se puede esperar una alta resolucion.

LA DIFUSION DEL ELECTRON DE

INCIDENCIA
(Referido de Publicacion JEOL)

e sectone

|High alormec memibe|




Microscopia Electrénica
CONTRASTE DE IMAGEN

El contraste y la brillantez de la imagen en SEM, dependen de la
intensidad de los electrones secundarios, emitidos desde el espécimen.
La intensidad de electrones secundarios depende de la topografia del
espécimen y la energia de electrones de incidencia (sonda).
Generalmente las partes del espécimen que emiten mas electrones
secundarios son los bordes y las partes sobresalientes de la superficie,
que aparecen en la imagen como la “parte mas brillante”, no asi, la
parte plana del espécimen. A este fendmeno se lo llama “Efecto de
Borde”

TRES TIPOS DEL EFECTO DE BORDE

Incident electron

(Referido de Publicacién JEOL)
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EJEMPLOS DEL EFECTO DE BORDE:

Protuberancia
Espécimen: Compuesto de Ojo de Insecto

Voltaje de Aceleracion : 5.0 kV
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EJEMPLO DEL EFECTO DE BORDE:
Borde
Espécimen: mesh de TEM
Voltaje de Aceleracion: 5.0 kV
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EJEMPLO DEL EFECTO DE BORDE:

Circunferencia
Espécimen: almidén de patata

Voltal'e de Aceleracion: 3.0 kV

Voltaie de Aceleracion: 20 kV
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CONCEPTOS IMPORTANTES

1. Astigmatismo

El astigmatismo en Microscopia Electrénica de Barrido es causado por
la forma de sonda.

Si una seccion de cruz de sonda tiene un circulo ideal e intensidad
homogénea de electrones, el astigmatismo no puede ocurrir.

De otra manera siempre es necesaria la correccion del astigmatismo.

Antes de la correccion Astigmatismo (almidén de patata)

Después de la correccion Astigmatismo
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2. Voltaje de Aceleracion (1)
En general, mientras mas alto es el voltaje de aceleracion, se espera
mejor resolucién y contraste. Sin embargo, los electrones en la sonda
acelerada con un alto voltaje, penetraran mas profundamente en el
espécimen, lo contrario sucedera si el acelerador de voltaje es inferior,
en cuyo caso, no mostrara las estructuras finas que pueden existir sobre
la superficie del espécimen.
Espécimen: papel filtro

Voltaje de Aceleracion: 5.0 kV
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2. Voltaje de Aceleracion (2)

Otro factor importante del voltaje de aceleracion es el “Fendmeno de
carga eléctrica”. Los electrones en la sonda ocasionan carga eléctrica en
el espécimen. Sin embargo, la sobrecarga puede reducirse haciendo
mejor conductibilidad eléctrica del espécimen.

Espécimen: almidén de patata
Voltaje de Aceleracion: 5.0 kV
AT Ak Ve ST e
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3. Espécimen Dafiado por los Rayos de Electrones

La pérdida de la energfa de electrones en el espécimen, ocurre en su
mayorifa en forma de generacion de calor al area irradiada.
La temperatura aumentada debido a la irradiacion, es dependiente
de la aceleracion de voltaje, de la intensidad del rayo de electrones y
del tiempo de la irradiacion.
Nota: La fotografia muestra mayor deformacion de las particulas de al
midon.

Espécimen: almidén de patata.
Voltaje de Aceleracion: 5.0 kV

Voltdje de Aceleracion: 15 kV

-y

68



Microscopia Electrénica

4. Contaminacion

La naturaleza de contaminaciéon en SEM, es exactamente igual como
la que ocurre en el Microscopio Electrénico de Transmision.

Cuando los rayos de electrones son irradiados sobre un espécimen
por largo tiempo, su imagen pierde agudeza y llega a ser oscura.
Esto es ocasionado por el depédsito de gas residual en la vecindad del
espécimen.

Al revisar una muestra en el Microscopio Electrénico de Barrido, este
mismo espécimen traera consigo mucha contaminacion.

Para reducir tal contaminaciéon debemos de tomar las siguientes
medidas: usar un espécimen que tenga el menor tamafio posible;
no usar excesiva cantidad de cemento para montar el espécimen y
finalmente secarlo bien.

Nota:. La parte central es oscura, a causa de la contaminacion
Espécimen: Mesh de TEM.

=
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RESUMEN DE EFECTOS DE VOLTAJE DE
ACELERACION POR IMAGEN DE SEM

Alts esolscion ALTO ' o cura esructura de supericie
|_I||I:uﬂad;:l:l:
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Menos cargar edecirica
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Clara estructura de superficie Baja resolucien
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Microscopia Electronica
EJEMPLOS DE APLICACION

En esta secciéon se muestran algunos ejemplos de aplicaciéon de la
Microscopia Electroénica.

La mayoria de las fotos fueron tomadas en el INHMT, ahora INSPI,
sin embargo, se han agregado algunas fotografias tomadas en otra

instituciéon, como resena historica, para dar mayor variedad en este
libro.

1. En la explicacion de las fotografias, se indica el origen del espécimen,
y cuando haya sido ofrecida por otra persona.

2. En el caso de los virus, se indica el tipo de acido nucleico, como:
ADN de cadena doble = DNAds
ADN cadena unica = DNAss
ARN de cadena doble = RNAds
ARN cadena tunica = RNAss

3. En algunos casos se presentan trabajos originales del autor, en el
que se indicard el nombre de la revista, el volumen y el afio de su
publicacion.
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1. REOVIRIDAE

Los Reoviridaes tienen forma icosahédrica, y la capside esta construida
de un solo tipo de unidad estructural.

Solo los Reoviridaes poseen cadena doble de RNNA, como virus
en animal que causan infecciones en los humanos, los cuales son
conocidos como Rotavirus. También, la infecciéon del reovirus es
conocida en humanos; sin embargo, la patogenicidad no esta clara.

El Virus del arroz diminuto (Rice Dwarf Virus) RDYV, causa el
sindrome de un arroz diminuto.

RNAds
1

Lo 2
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1-1. ESTUDIO DE LOS REOVIRUS
(J. Virology, 8, 1971)

En una particula del virus degradante, se exhibe muy buena informacion
sobre la arquitectura del capside.

1. Mostrando la estructura interna de la capsula, (flecha)
2. Capsula interna y sus unidades estructurales (flechas)
3. Otganizacion de unidades estructurales del virion.

4. Analisis rotacional de las unidades estructurales
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TECNICA DE INTEGRACION ROTACIONAL. (1)
(Markham, R. y et al. Virologfa 20,88. 1963)

Esta es una técnica para mejorar y reforzar imagenes teniendo la
“simetrfa radial”.

Integrando detalles en la micrografia con simetria radial, el conjunto
de microfotograffas con ampliadora de fotografica A  (Ilustracion
referida), el centro exacto de la regioén para ser estudiada, por el lente.
Proyecta la imagen sobre la mesa rotativa B, y alinea el centro rotatorio
de la mesa a la region seleccionada de la microfotografia.

Adjunte papel fotografico a la mesa rotativa. Del tiempo necesario de
exposiciéon que corresponde a la fraccién, 1/n de 360° que esta siendo

investigado.

La mesa rotativa vuelve mediante el dngulo de 360°/n se hace otra
exposicion.

El maximo aumento del detalle sera dado por la periodicidad en el
objeto.
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TECNICA DE INTEGRACION ROTACIONAL

o _I A Ampliadora
A | de fotografia
_E"_:_ ol | B: La mesa de rotacion
s

n = 2 doble simetrin

Ty n = 3 triple simetria
I[ = '“x II 0 = & quinta simwetria
| / 2y |
|
III |II 4 |
l'* y’:

Ejemplos de Integraciéon
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1.2. ROTAVIRUS EN DIARREA INFANTIL
(Am. . Trop. Med. Hyg, 30, 1981)

1. Rotavirus en heces de diarrea infantil. En la investigacion
inicialmente la mayor parte de las particulas virales mostraban una
superficie rugosa, debido a la pérdida de la capsula externa durante
el procedimiento de purificacion.

2. Por estudios avanzados, se ha reconocido que el rotavirus posee
una estructura capsular externa y esta es llamada particula de

“doble envoltura”.

3. Elarreglo bidimensional de las unidades estructurales, son liberadas
por el virién roto.

Casos, infeccion de Rotavirus en Guayaquil 1978-9
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1.3. ESTUDIO DELVIRUS DELARROZ DIMINUTO
(RICE DWARF VIRUS, RDV)

1. Virus de arroz diminuto purificado.

2. Arreglo bidimensional de la unidad estructural similar al rotavirus.

3. Analisis dela estructura del capside, mediante la técnica de rotacion.
(A) Fotograffa original

(B) Después de la rotacién: n = 5

(C) Modelo del arreglo de las unidades estructurales.
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2. HERPESVIRUS, HERPESVIRIDAE

DNAds
1. Envoltura del Herpesvirus.
Por el método de tincién negativa del fluido de las vesiculas de un

paciente Herpético.

Las particulas virales pueden ser observadas sin el proceso de
purificacion.

2. Las particulas virales crecen en células “Hela”, como medio de
cultivo. Las particulas virales no tienen envoltura.

En algunos de ellos se observa su estructura interna.

Se conoce que: Solo las particulas de virus con envoltura tiene
infectividad.

Nota: El Herpesvirus tiene forma icosahédrica, sin embargo, la
arquitectura de la particula de virus difiere del reoviridae. Ya que

el reoviridae esta constituido del tipo de“unidad estructural”.

El herpesviridae esta constituido por dos tipos de “capsémeros”,
pentones y hexisones.
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3. COXSAKIEVIRUS (A16), PICORNAVIRIDAE
(De Dr. T. Sudo, Japon)

RNAss

Es conocido como el agente patogeno de las  “enfermedades
de mano, pie y boca” ( Hand Foot and Mouth Disease, HFMD)

en nifos.

La fotograffa muestra particulas purificadas del virus, crecidas en
células “Vero” (célula de rindén de mono verde),
como medio de cultivo.

En general, el grupo Picornavirus es conocido por su forma
icosaédrico, sin embargo no es facil ver las evidencias de
“capsémero” de icosahedros”

Sintomas en manos y pie
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Coxsakievirus A 16
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4. INFLUENZA VIRUS, MYXOVIRIDAE

El myxovirus es un virus comunmente conocido en humanos y
animales.

También se conoce que el virus fue llevado al emigrar pajaros,
y patos, siendo por ello el que ocasiona epidemias en lugares
distantes del mundo.

RNAss

1. Virus de la Influenza Aislado de pato migratorio.

El virus muestra polimorfismo “espigas” de H (hemoaglutinante)
y N (neuraminidase) que se proyectan desde la superficie de
envoltura.

2. Un virién roto, mostrando envoltura espiral del
Nucleocapside formado por RNA de cadena unica y proteina,
de 9 nm de diametro que forma una super espiral sistematicamente
(marcado con flecha).
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VIRUS DE INFLUENZA, Orthomyxoviridae
(Subp. Virologia, Biologia molecular-Area de Genémica)

Primer caso en Ecuador identificado en Mayo de 2009, en humano

A partir de “hisopado nasal” aislado via alantoideo en cultivos de
huevos embrionados de gallina.

Microscopia Electréonica: El virus muestra polimorfismo “espigas”
de H (hemoaglutinante) y N (neurarninjdasa){) desde la superficie de

envoltura. Diametro: 100 nm.
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Virus Influenza. Su propiedad aglutinante en los eritrocitos de pavo.
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6 PARAMIXOVIRUS, Tipo 1. PARAMIXOVIRIDAE

También conocido como Parainfluenzavirus o Virus de
SENDAI. Llamado asi por haber sido encontrado por primera
vez en Sendai-Japon, proveniente de casos de neumonia en recién

nacidos.

Posterior a ello, se han conocido virus comunes en animales y han

sido clasificados como ‘“Paramyxovirus Tipo 1.”

El nucleocapside del Paramixovirus tiene una estructura similar con
el de Influenzavirus, sin embargo, el diametro del nucleocapside es
de 18 nm, y no forma una espiral sistematicamente, como la que

vemos en el virus de influenza.
RNAss

Paramixovirus Tipo 1. Tincioén negativa.

Muestra gran polimorfismo, y algunas particulas que se
desorganizaron, se rompieron durante el proceso de purificacion.
Nucleocapside en virion.

Paramyxovirus también tiene espiculas”(flecha).

2. Nucleocapside purificado.

90



Microscopia Electrénica

91



Microscopia Electrénica

UN ESTUDIO ANTIGUO DE PARAINFLUENZA Typo 1
(Virologia 16, 1962.)

El estudio se publicd en 1962, en ese entonces la Tincion Negativa
no era muy popular todavia.

Por lo cual se utilizaba el Método de Sombreado para observar las
particulas del virus.

El método usado para el estudio consistfa: El virus se absorbia de la
célula roja de sangre de pollo, de la célula entonces se hacfan cortes
finos. También se hacfa la “Fijacién doble” con gluteraldehido y acido
6smico, para luego ser incluido en Epon, ya que en ese entonces no se
habia desarrollado la resina todavia.

En el estudio actual se us6 una simple fijacion de acido 6smico
incluida en resina de methacryl.

1. Virus de Sendai, absorbido en glébulo rojo de sangtre de pollo.
Después de la absorcion del  virus, la célula roja, fue tratada por
hemolisis. Sombreado de Cromo.

2. Cortes finos del virus Sendai, absorbido de la

célula roja de sangre de pollo. Flecha: virion.
N; nucleo de la célula roja de pollo.
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7. VIRUS DE LA RABIA, RABDOVIRIDAE.
(De Lab. Inmunoquimica., INHMT)

El virus de la rabia posee nucleocapside en espiral parecido al
myxovirus.

RNAss

1. Virus de la rabia, en cerebro de raton, infectado artificialmente.
La flecha indica el estadio del revelado del virion

2. Virus de la rabia purificado parcialmente.

3. Nucleocapside liberado desde el virion, durante la purificacion.
Puede verse de la fibra de nucleo proteina, parcialmente
desenrollada (cabeza de flecha).
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8. Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH-1)
Linfocitos infectados in Vitro

Rev. Ecua Higiene Med. Tropical. Vol. 42 — 2005

La linea celular de linfocito K562 infectada con el virus de
inmunodeficiencia humana 1 (VIH 1), ha sido usada para el diagnéstico
delainfeccion por este virus, con la técnica de anticuerpos fluorescentes
(FA). Siendo posible detectar el antigeno viral en una célula blanco.

FITC Positivo en la mayorfa de los linfocitos,
marcando el anticuerpo Fluorescente.

Microscopia Electrénica de Linfocito no infectado
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Particulas de HIV, vistas por fuera de la membrana citoplasmatica,
infectando al Linfocito.

Microfotografia Electronica con magnificacion. Particulas de HIV,
cerca del borde de la membrana citoplasmatica del Linfocito
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9. CORONAVIRUS, CORONAVIRIDAE
(Archivo de Virol., 66, 1980, y Arch. 67, 1981)

Los Coronavirus para investigacion se aislaron de diarrea de ratones
infantes.

Los coronavirus infectaron células (cultivadas 7z 177#ro), obteniéndose
una “célula gigante” por medio de fusion celular.

RNAss

1. Una célula gigante tefiida con anticuerpo fluorescente para
Coronavirus. (Microscopio fluorescente).

2. Una célula gigante observada en Microscopio Electronico de Barrido.

3.Igual que en la Fotografia 2, pero con células absorbidas de eritrocitos
de ratones.
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4. Alta magnificacion de SEM, de anterior Fotografia 3.

5. Una vista de coronavirus en célula infectada.
Notese: muchas particulas de virus que brotan desde la superficie
de la célula.
Las estructuras en forma de varillas son microvellosidades de la
célula principal.

6. Coronavirus purificado. Las proyecciones tipicas son claras, miradas
con semejanza de proyecciones como corona de sol.
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100nm
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10. PARAPOXVIRUS, POXVIRIDAE MOLUSCO
CONTAGIOSO
(De Dispensario Dermatologico MSP)

Paciente present6 en piel, papulas traslicidas, umbilicadas.

Cuerpo de Molusco. Microscopia de luz. Tincion: Hematoxilina-
Eosina.

Hiperplasia dermoepidérmica reactiva, masa confluente, en forma de
media luna, abierta al exterior: queratinocitos alterados, virus en matriz

proteica, dispuestos en gran inclusiéon citoplasmatica homogénea, a
nivel de los estratos granuloso y corneo.
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Parapoxvirus. Microscopia Electronica de Transmision.

Técnica de Tincioén negativa. Las particulas virales miden 300 x 250 um
hasta 400 x 290. Forma de ladrillo, ADN. Superficie externa en espiral,
con diametro de 10 um.
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11. VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA
(White Spot Syndrome Virus: WSSV)
(De Drs. J. Rodriguez y J. Melena, CENAIM, ESPOL)
(Journal of Fish Disease, 2003, 26, 439-450)

WSSV esta clasificado como “non-ocluido baculovirus” como uno
miembro de BACULOVIRIDAE.

DNAds.
1. Signos de enfermedad : manchas blancas

2. Corte fino de tejido de las agallas de camarén infectado.
Gran cantidad de particulas virales son vistas en el nucleo.
También, se observan particulas esparcidas en el citoplasma.

3. Particulas virales en el nucleo. Dispuestas en arreglo
de semi- cristales.
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4. Fase diferente de formacién del virion.
A. Un capside cubierto con membrana
(envoltura viral) (corte fino).
B. Viriéon completo (Tincién negativa)
C. Virién parcialmente degradado.
D. Capside parcialmente desnudo.

5. Capside desnudo. Alta magnificacion.
Notese: estructura como patréon geométrico.

6. Capside degradado. Nota: estructura igual al nucleosoma.
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12. VIRUS DE MULTI NUCLEAR POLIHEDROS(MNPYV)
(De N. Molina, Jardin Botanico de Guayaquil)

El MNPV pertenece al Bacloviridae, al igual que el WSSV.
DNAds

En este MNPV investigado, se infectd inicamente lalarva de Lepidiptera,
y la larva parasité tnicamente a la planta de la fruta pasionaria.

1. Lepiddptera nymphalidae

2. Planta de pasionaria.

3. Colonia de larvas en la hoja de la planta de la fruta pasionaria.
4. Unalarva

5. 6. Polihedros en un nucleo, en el intestino medio de una larva
infectada.

7. Alta magnificacion de un polihedro con particulas virales.

8. Polihedro formado con una sola entidad de particulas proteicas,
llamado “polihedrin”.
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7
y 'F-'"._._' _. . .
i
Alta magnificacion, de un polihedro con particulas virales
5 R S

Particulas del virus ocluido en un polihedron, con envoltura fuerte que
lo protege del medio ambiente
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13. VIRUS EN ORQUIDEA

En Orquideas del Jardin Botanico de Guayaquil, se encontré Sindrome
de mosaico, en muestras proporcionadas por N. Molina.

1.

2.

3.

El sindrome del mosaico en una flor.
El inicio de la necrosis en una hoja.

El método de la prueba de sumersion (Dip test), es utilizado para
examen de virus en plantas.

Se realiza de la siguiente manera:

A. De una hoja sospechosa, se toma un pequefio pedazo del
espécimen.

B. Sobre el papel Parafilm que contiene gotas de PTA sumerja la
muestra de la hoja infectada.

C. Luego, tomar un Mesh ( cubierto con pelicula de apoyo) en la
gota de PTA y posteriormente secarlo completamente este Mesh.

i =
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3 Dip test
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4. Un resultado de “Dip test”
Se ven particulas virales filamentosas.
En (A) un grupo de particulas miden 12 x 200 nm.
En (B) otro grupo de particulas tienen una medida de
18 x 300 nm.
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5. Corte fino del tejido de hoja de orquidea.
Se ve gran cantidad de particulas del virus. Especialmente, las
particulas del grupo (B) de 18 x 300 nm, que se hayan colocadas
como en una serie de cristal, y las particulas del grupo (A) de 12 x
200nm que muestran mas flexibilidad. Supongamos que:

A: Pertenezca a la familia de Potexvirus.

B: Pertenezca a la familia de Tomabovirus.
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14. VIRUS DEL MOSAICO DE LLA CANA DE AZUCAR
(SUGAR CANE MOSAIC VIRUS, SCMV)
(De Ing. Freddy Garcés O.,CINCAE)

SCMV es un tipo de “Potyvirus’” y el sindrome principal es “mosaico” en
hoja de cana de azicar. El Potyvirus se lo encontré como “Virus de la
patata Y”, causante de enfermedad no sélo en la patata, sino también,
en otras plantas. La infeccién es causada por un acido.

RNAss.
Este virus puede ser detectado por “Dip Test” (explicado en la seccion
de virus en orquidea), por lo cual, el corte fino del tejido infectado dara

mejor informacion.

Debido a que los Potyvirus producen una forma muy especifica de
inclusiones en el tejido infectado.

1. El sindrome del mosaico aparece en forma evidente en hojas tiernas
de la cana de azucar.

2. Un cuerpo de inclusién formado en el citoplasma.
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3. Otra forma de cuerpo de inclusion.
Nota: Muchas lineas paralelas. Este es un corte transversal de estructura
estropeada.

4. Muchas particulas del virus son vistas en el citoplasma ( estructuras
de fibras con flecha ).




Microscopia Electronica
IDENTIFICACION DEL VIRUS

Para la clasificacion exacta de un virus, no solo se necesita de su
identificacién morfoldgica, sino de otros examenes de mas especificidad,
tales como inmunolégicos, y/o analisis del 4cido nucleico.

Sin embargo, es claro que en el estudio de las caracteristicas
morfolégicas, la microscopia electronica ofrecera mayor evidencia en
la determinacion de los virus.

Por ejemplo, la infeccion del virus en plantas, tal como Tomabovirus,

Potexvirus y Potyvirus, podra identificarse incluso desde el tamafio y
la forma del virion.
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15. VIRUS ESTRIADO DEL BANANO
(BANANA STREAK VIRUS, BSV)
(De Ing. R. Paz, INIAP)

El BSV se clasifica como un miembro de BADONAVIRUS | no tiene

envoltura, y sus particulas baciliformes tienen un tamafo de 30 x 130-
150 nm. El vector es un insecto hatinoso (Planococcus citricus).

DNAds.

1. Manifestaciones de los sintomas en hoja

2. Particulas del virus purificado. Tincién negativa. La cantidad de
produccién del virus en una planta de banano infectada es muy poca
comparada con otros virus en plantas y la purificacion es dificil.

3. El vector en una parte cercana a la rafz.

4. Un insecto harinoso (SEM)
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16. VIRUS DE RAYA NECROSIS DEL ARROZ
(RICE STRIPE NECROSIS VIRUS, RSNYV)
(De Ing. R. Paz, INIAP)

El RSNV es un miembro del Furovirus, el vector es un hongo,
“Polymixa graminia” en tierra, causante de la severa enfermedad en la
planta del arroz, asi como de su malformaciéon con el despojar y el
“entorchamiento” de sus hojas.

RNAss (Ver pagina siguiente)
1) Malformacioén de la planta, ( flechas ).

2) Particula del virus encontrada por Immuno Absorvencia en
Microscopia Electronica. (Ver método de ISEM)
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En la actualidad el tipo de acido nucleico de RSNV, no esta todavia
claro. Una publicacién inclufa una investigacion sobre “doble cadena
de RNA vy tejido infectado con RSNV”’; sin embargo, no se mencioné
exactamente el tipo de acido nucleico viral.

En general, los virus conocidos tienen nicleo capside en forma de una

estructura helicoidal, con cadena doble de RNA, no se han reportado
estos hallazgos en plantas o animales con el mismo tipo de virus.

123



Microscopia Electrénica

INMUNO ABSORBENCIA POR MICROSCOPIA

ELECTRONICA
(IMMUNO SORBENT ELECTRON MICROSCOPY, ISEM)

Usando cualquier técnica inmunoldgica en microscopia electronica,
puede llamarsele Inmuno Electron Microscopia (IEM). En la
categoria pueden ser incluidos muchos métodos.

1. Usando anticuerpo etiquetado (Refiérase el comentario en
“Tincion Electronica”).

2. Prueba la reacciéon de “Antigeno-Anticuerpo” en microscopia
electréonica. (Micro aglutinacion del antigeno como particulas del virus.)

3. La preparaciéon del mesh con un anticuerpo, recibe el nombre
de Inmuno Absorbencia Electron Microscopia. (ISEM).

El principio de ISEM se ilustra en la siguiente pagina.

A: La gota de anticuerpo.

B: Absorber molécula del anticuerpo a la pelicula del Mesh.

C: El anticuerpo absorbido del Mesh, reacciona al antigeno
homologo (virus).

D: El antigeno (virus) poner sobre la mesh.

Estara listo para ser observado en el microscopio electrénico, después
de la tincién negativa.
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Process of ISEM
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An Example of ISEM
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(Cuated froml. . Rafert, Viral Stectane, 1996, Accademic Pros)
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17. Comentario sobre la infeccion con Potyvirus

Generalmente el virus que infecta a un tejido, no se lo hace en las plantas
o animales; y usualmente forma el llamado cuerpo de inclusion, que
nos orienta a informarnos de que existe una infeccion viral.

En el caso de la infeccion por el Potyvirus, se conocen cuatro tipos de
inclusién. Ver abajo.

Cuatro tipos de inclusiones
(Edwardson, et al, 1978,1984)
; Py e £ o

1 2
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Quinto tipo de inclusiones encontradas en papaya

v Y

o'l




Microscopia Electrénica

17-1. Infeccion de Potyvirus, en Sandia

' . 3 - ﬁ}.-'.ﬂ.-__.
200nM  Manabi sandia ©

Inclusiones tipicas existentes, que demuestran claramente Infeccion

con Potyvirus
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En este caso, Potyvirus y Mycoplasma (M) se encuentran infectando
la misma célula. En este momento no existe el 100% de seguridad, sin
embargo, en plantas, un vector como Saltamontes, puede transferir el
virus y el Micoplasma en la misma ocasion.
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17-2. Potyvirus en Melon (De INIAP)
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17-3. Palma de Aceite Africana con Potyvirus

(De INIAP. Estacion Experimental de Santo Domingo
de los Tsachilas)

500nm

R L

Corte fino de hoja con Inclusiones laminadas en el citoplasma.
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17-4 Arachis hypogeo (familia del mani)
Nombre Cientifico: Arachis Hipogaeae

Plantas populares en jardines

Malecén 2000 de Guayaquil.
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Los signos del mosaico son observados en las hojas
de Arachis Populares en jardines

Kl

Ir ‘ L] T 3 =& u L
O reservorio

Esta planta es popular en la Ciudad de Guayaquil, sirve com
de Potyvirus, infeccién de mani.
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17-5. Papaya infectada con Potyvirus.

Método del Dip Test en Papaya. Se encontrd gran concentracion de
Potyvirus.

Por el método de cortes ultra finos se encontrd un tipo muy especial
de inclusiones.

Deberia ser el quinto cuerpo de inclusiéon de Potyvirus.

Reporte similar se encuentra en investigaciones de Orquideas.
Observar la primera pagina de esta seccion.
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17-6. Caso del Maiz infectado con Potyvirus
(De INIAP)

Un ejemplo de Dip Test. Hoja de maiz con dos tipos de infeccion;
Potyvirus (P) y (R) Virus del Rayado Fino del Maiz (MRFYV)
pertenece al mismo grupo de Poliovirus
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Baja magnificacion en cortes de tejido.
i

Alta magnificacion en la misma area

Grupo de Potyvirus concentrados en la parte central, agregaciones de
particulas como estructuras filamentosas, MRFV.
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18. RICKETTSIA

La Rickettsia es un parasito intracelular obligado. Morfolégicamente
muy similar al bacilo, la diferencia solamente es muy pequefia con
relacién a la del bacilo ordinatio.

1. Demostracion de una célula L de ratén (tejido conjuntivo subcutaneo
del ratén) inoculado con
Orientia tsutsugamushi
(anteriormente llamada Rickettsia tsutsugamushi.)

2. Alta magnificacion del area (1) de Rickettsia brotando de la superficie
de la célula. (SEM)

3. Rickettsia en citoplasma (corte fino).
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19. BARTONELLA BACCILIFORMIS
(Am. J. Trop. Med. Hyg,, 57, 1997)

Bartonella pertenece al Orden de Rickettsiales, con otros tipos tales
como B. doshiae, B. grahamii y otros.

La B. bacilliformes es el patogeno de bartonellosis (o Fiebre de
Oroya), que es endémico de los Andes en las areas montafiosas de
Pert y Ecuador. También, se conoce que se encuentran casos leves, en
areas de la costa del Ecuador (Guayas y Manabf).

La bartonellosis presenta dos fases de manifestaciones clinicas, la fase
aguda y la fase crénica. La fase aguda se caracteriza por presentar
fiebre alta, dolor de cabeza, dolor de huesos, dolores musculares
y anemia.

Después de algun periodo, le sigue la fase crénica que se manifiesta con
erupciones de verrugas en el cuerpo. Sin embargo, en el area de la
costa del Ecuador, los sintomas son de alguna manera moderados,
comparados con los casos que se presentan en el Perd o en
Zamora Chinchipe de Ecuador.
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Un caso leve encontrado en Guayaquil.

Un caso severo de verruga, antes del tratamiento
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Un caso severo de verruga, antes del tratamiento
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B. bacilliformis con Técnica de Tincion Negativa

wlpgr =

B. bacilliformis en verruga, tejido obtenido por biopsia.
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20. BACTERIOFAGO en B. bacilliformis
(Microbiol. Immunol., 36, 1992)

En un estudio sobre B. bacilliformis, se encontré un bacteriéfago.

1. Algunas particulas del fago adheridas a la B. bacilliformis. (Tincion
negativa).

2. Particulas de fago en citoplasma de B. bacilliformis (corte fino). Dentro
del citoplasma los fagos no poseen cola estructurada.

3. Particulas de fago expuestas, después de romperse. B. baciliformes.
(Tincién negativa)

4. Dibujo esquematico de fago de B. bacilliformis.

S00 nr
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21. Plesiomonas shigelloides, GENERO: Plesiomonas

Son bacterias Gram negativa. Se encuentran en agua dulce de
areas tropicales y subtropicales.

Causantes de diarrea
Poseen varios flagelos en la parte terminal baciliforme.

1. Apariencia en forma de natacién (los flagelos estan abultados
en un fajo).

2. Observado en un TEM, similar al visto B. baciliformes.

3. Cerca del origen del flagelo.

Plesiomonas shigelloides, Técnica de Tincion Negativa
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1u

Magnificada cerca del origen de flagelos
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4. Cerca al origen del flagelo (algunos flagelos saliendo, muestran
agujeros).
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5. Demostracion detallada del origen de los flagelos.
Exhibicion tipica de la estructura de los flagelos de las bacterias

Gram negativas.
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22. GRANULOS DE METACROMATINA

En  Plesiomonas shigelloides
(Microbiol. Immunol. ,31, 1987)

Los P. shigelloides producen granulos de metacromatina dentro
del citoplasma, como el Corynebacterinm diftheriae.

1. EL P. shigelloides. A las 4 horas de cultivado
Notese: el pequeno tamafo de granulos de metacromatina. Sin
tincion, TEM.

2. Alas 24 horas de cultivado el P. shigelloides, el tamafio de los
granulos de metacromatina es mas grande que a las 4 horas de
cultivado.

Sin tincién, TEM.

3. Resultados del analisis de la Radiografia del granulo de
metacromatina.

TEM con analizador de Rayos X.

Como resultado de granulos de metacromatina vemos la alta
concentracion de la entidad de fosfato.
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23. NEISSERIA MENINGITIDIS
(De Lab. Bacteriologia, INHMT)

El género Neisseria es conocida como diplococo capsular.
1. N. meingitidis. SEM
2. N. meingitidis. Tincidn negativa TEM

En ambas fotografias las células bacterianas muestran “superficie
irregular” y esto es evidencia de la existencia de “capsula”.
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24. ESTAFILOCOCOS
(De Lab. Bacteriologia, INHMT)

Los estafilococos y estreptococos son las bacterias mas comunes
alrededor de nuestra vida.

Estafilococos aureus cultivado en agar nutritivo a 37°C.

1. Sombreado con aleacién de platino y paladium.
La forma del sombreado nos indica si es esférica tipica, o
ligeramente aplanada.
Algunos cuerpos esféricos tienen lineas atravesadas de la esfera y
esto nos indica una completa de la division de célula.

2. Aligual que 1, pero en este caso la fotograffa muestra que se usé al
método de tincién negativa.

Notese alguna bacteria separada por la membrana celular, pero
todavia adherida al igual como una esfera.

152



Microscopia Electrénica

153



Microscopia Electrénica

25. ESTREPTOCOCOS
(De Lab. Bacteriologia, INHMT)

Estreptococos hemoliticos cultivados en agar sangre, a 37°C.

1. Método de Sombreado con aleacién de platino y paladium.
Notese el tipico arreglo esférico de las bacterias.

2. Aligual que 1, pero la fotografia revela que se utilizé el método de
tincion negativa.

Notese la direccion de divisiones de las células. Ya que todas las
células se dividen siguiendo una misma direccion, para formar una
“cadena”.

Tal como se vio, en el estafilococo después de la terminacion de

division de célula, dos células hijas estan todavia adjuntas igual
como una sola célula
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26. GENERO VIBRIO

Vibrio célera y Vibrio parahemolitico
Son bien conocidos como los causantes de gastroenteritis y diarrea.

1. ElVibrio cdlera tiene la forma de una coma “, ” y un flagelo polar,
es también llamado “Célera coma”.

Tincién negativa. TEM.
2. Vibrio parahemolytico es muy parecido al V. célera y ocasiona
gastroenteritis por la ingesta de alimentos provenientes del mar,

con la diferencia de que no tiene forma de coma.

Puede cultivarse en altas concentraciones de sal al 3 %.
Método de sombreado. TEM.
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27.  Campylobacter jejuni, GENERO: Campylobacter.

Los animales domésticos y el pollo son los portadores de C. jejuni,
y puede ocasionar diarrea en el humano.

El Campylobacter crece bajo las siguientes condiciones :
Oxigeno: 5%

Diéxido de carbono: 10%

Nitrégeno :85%.

Usualmente se usa Skirows, como medio para aislamiento de muestras
fecales, en una jarra conteniendo Gas Pack.

1. C. jejuni, TEM, Método de Sombreado.
2. C. jejuni, después de tratamiento con trypsine a baja concentracion.

Las estructuras de base del flagelo estan bien e TEM, Tincion
negativa. .
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3. Igual que 2. con magnificacion a nivel de la base de los flagelos

4. Presentando discos estructurales en ambos extremos, al  célula
bacteriana.

5. Detalle de la estructura del disco.
A: Fotografia original.

B: Tratado con la técnica de rotacién.

Notese: La estructura del disco es similar al Género de Spiirillum.
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28. Leptospira interrogans

Leptospira pertenece al orden de las Espiroquetas. Varios serotipos
son incluidos en el Género Leptospira, tales como icterohemorrigiae,
hebdomadis, canicolay otros.

1. L. interrogans serotipo icterohemorragae.
Microscopia de Luz, Campo oscuro.

2. Igual que 1, sin embargo aqui usamos el método de Sombreado
para TEM.

3. Igual que 2, pero aplicando la Técnica de tinciéon negativa. TEM.
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29. FILAMENTO AXIAL de L. interrogans

La Leptospira tiene un filamento axial en cada uno de los
extremos del cuerpo espiral.

Elfilamento axial es un érgano quele sirve realizar sus movimientos,
como lo es el de los flagelos de otras bacterias, sin embargo, el

mecanismo de su movimiento es muy misterioso.

Cada filamento axial originado cerca del extremo final del
espiral del citoplasma y cubierto con una membrana exterior.

1. El filamento axial de L. interrogans.
TEM, Tincién negativa,

2. Filamento axial y citoplasma. Es evidente el filamento axial
y citoplasma cubierto con la misma membrana exterior.

TEM, cortte fino.

3. Dibujo esquematico de Leptospira.
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30. Histoplasma capsulatum
(Lab. Immunochimica, INHMT)

La histoplasmosis es una enfermedad micética ocasionada por el
Histoplasma capsulatum.

El hongo es muy infeccioso y muchas personas jévenes que viven en
areas endémicas presentan enfermedad respiratoria leve, aunque en
algunos casos son asintomaticas.

El Histoplasma. capsulatum tiene una fase de levadura en tejido
infectado y cultivado en agar sangre a 37°C y otra fase de hongo

cultivado en el laboratorio a la temperatura ambiente del cuarto.

1. Colonias con aspecto de algodones blancos, crecidas a temperatura
ambiente del cuarto en Agar Sabourand.

2. Alta magnificacion. Mostrando macroconidias y microconidias
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Histoplasma capsulatum
Cultivado en Agar Sangre a 37° C.

1. Colonias de H. capsulatum.
Baja magnificacion. SEM.

2. Alta magnificacion de 1.

Forma de levadura.
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31. CENIZAS DEL VOLCAN TUNGURAHUA

En Mayo 23 del 2010, se recogié polvo descendiente del aire, en el
centro de la ciudad de Guayaquil

Es seguro, que la mayor parte del polvo es originario del Tungurahua,
sin embargo algunas partes perteneceran a otros origenes incluyendo
“polvo césmico”

170



Microscopia Electrénica

ad
.1:-'_ d ..

il@dkim BA@B3I&68

Particula sugestiva de origen volcanico.
La mayoria de este tipo contiene trazas de Vanadio
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Esta particula es sospechosa como POLVO COSMICO,

ierm BOO3IE0

Sin embargo nunca se encontraron elementos de Hierro

172



Microscopia Electrénica

32. ANGYOSTRONGYLUS CANTONENSIS espicula copulattiz,
(De Y. Amano,Ph.D, Linda .Diaz Cevallos ,MD.,
Mgs. L. Martinni,MD.Mgs)
Laboratorio de Microscopia Electronica,
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica INSPI
Universidad Estatal, Guayaquil -Ecuador

En el Ecuador mediante el analisis por Microscopia Electronica de
Transmision y de Barrido, se ha logrado evidenciar la caracterizacion

Morfolégica del parasito Angiongiostrongylus cantonensis, con
énfasis en el parasito macho anivel de su Bursa Copulatrizy Espicula.

L
Fig. 1. Microscopia Electrénica de Scannig y Microscopia éptica

Angyostrongylus Cantonensis: Tipica Espicula copulatriz con puntas
libres.
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Fig.2. Bursa y raiz de espicula copulatriz. Las Espiculas se juntan

formando una estructura tubular

Fig. 3 SEM. Angyostrongylus Cantonensis: Espicula copulatriz-:
Cortes finos( siguientes fotos se veran por TEM) a diferentes niveles:
1. Vemos el primer corte, realizado a nivel de la punta terminal libre.
2y 3. Cortes a nivel parte media de espicula. 4. A nivel de raices de

espiculas juntas.
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2um

Fig. 4: TEM: Espicula copulatriz: Corte ultrafino corresponde a la
figura anterior (3), al primer corte en 1 a nivel de la punta terminal de
la espicula. Notese que la espicula no es una estructura rectilinea, sino
que muestra estructuras curvas separadas en su centro, parecidas
como alas que se encuentran al final.

Fig. 5. TEM Espicula copulatriz: corte ultrafino, corresponde en la
figura anterior (3) al segundo corte en 2 después de la punta de la
espicula. Se evidencian las raices de dos espiculas como estructuras
pareadas, existiendo entre ellas una apertura que conectarfa con érgano
testis
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Fig. 6. TEM corte ultrafino, corresponde en la figura anterior (3) al
tercer corte, en la parte media. Se evidencian las raices de dos espiculas
como estructuras pareadas, existiendo entre ellas una apertura que

Fig. 6. TEM Espicula copulatriz: Cortes finos, corresponde al 4to corte
en la Fig. 3, a nivel de raiz de espicula, cerca de Bursa . Muestra las raices
de dos espiculas pareadas y entre ellas existe apertura, que conecta
con 6rgano testis. areas de las espiculas: En relacién con el corte 4:
Muestra las raices de dos espiculas. Entre las raices de las dos espiculas
existe apertura, que conectaria con 6rgano testis.

b
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BREVE HISTORIA DEL MICROSCOPIO

La palabra “microscopio” se refiere al instrumento utilizado para
ver “objetos pequefios”.

Histoéricamente se ha ido implementado un amplificador de lente simple
y microscopio compuesto. Dos o mas lentes son combinados para
magnificar un objeto, lo cual es conocido como ‘“microscopio
compuesto”.

Amplificador de lente simple

Se ha especulado que algunos tipos de lentes magnificadores
fueron usados en la Edad Griego-Romana.

Enlo que respecta al microscopio compuesto, es ampliamente conocido
que en el afio 1.595, Zaccharias Janssen y su hijo Han, dos holandeses
fabricantes de vidrio, fueron los que lo experimentaron.

Ellos instalaron lentes convexos en los extremos de un tubo de 45 cms
de largo. En 1.663, el fisico inglés Robert Hooke (1.635-1.703)
construyé un microscopio compuesto en el cual hizo observaciones
de objetos pequefnos con bonitos bocetos. Los resultados fueron
publicados como “Micrograph” en 1.665.

Se lo especula como dos lentes convexos atados a ambos extremos de
un tubo, que media 45 cm de largo. Abajo foto.

Microscopio de Zaccharias Janssen y su hijo (Imaginacion)
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El microscopio de Robert Hooke y sus observaciones,
Publicado como  “Micrographia”

This is an imagination
of Robert Hooke.
{ Painted in 2004)

HISTORIA:

Robert Hooke (1635-1703) e Isaac Newton (1642-1727), nacieron
en Inglaterra.

Cuando Hooke era el encargado de la Sociedad Real de Londres, tenia
serias discusiones con Newton sobre sus investigaciones. Después de
esto ambos se odiaban.

Hooke murié en 1703. Newton se convirtib en Presidente de la
Sociedad Real de Londres en 1710 y destruyo todo lo que quedaba de

Hooke, incluyendo su retrato.

No existe precedente del retrato real de Hooke. El microscopio de
Hooke fue reproducido de su libro “Micrographia”
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Algunas fotos de “Micrographia”

Fig. 1 Sections of cork.
Hooke named as Cell for the mesh Like structure.

2 Tip of a pin and edge of razor.
Fig. 3 Spider

1 Ant

3 Tick
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Anton van Leewenhoke (1632-1723) se llevé una gran impresion
del libro Micrographia y comenzé la construccién de su propio
microscopio. Era un simple magnificador de lente (ver foto).

En 1674 encontr6 “Animacles”, que ahora se reconoce como
protozoarios y bacterias de agua lluvia. Mas tarde encontré criaturas
microscopicas en la boca y excremento.

En 1683 presento sus observaciones como “Animacles” a la Sociedad
Real de Londres. Fue aceptado como miembro de la sociedad. En ese
tiempo, Robert Hooke era el encargado de la sociedad.

Anton van Leowenhoke L
LIB32-1723) E._' ."'n:.il =
—_-_----ﬁ

i
“Amamacies” e
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En la historia de la microbiologfa, Anton von Leewenhoke ha sido
nombrado el primer descubridor de bacterias, por sus observaciones
de Animacles. Se decia que Anton von Leewenhoke era un mercader
de textiles y rutinariamente usaba su magnificador para chequear su
mercaderia.

Como se observa en las fotos, el microscopio de Leewnhoke es un
magnificador de lente simple, sin embargo, el microscopio de Hooke es
un tipo de microscopio compuesto y los principios son muy similares a
los del microscopio moderno, usados en los presentes dias.

Algunos historiadores evalian que el microscopio de Leewnhoke tenia
un poder de magnificacion de X200, en cambio el microscopio de
Hooke tenfa un poder de magnificaciéon de X150, razén por la cual
consideran que el microscopio de Leewnhoke es superior al de
Hooke.

Sin embargo, los autores sefialaron que el microscopio de Leewnhoke
no podria ser util para uso comun como instrumento cientifico, puesto
que es solamente un magnificador de lente que se sostiene en la mano.
En cambio, el microscopio de Hooke puede ser usado como lo hacemos
actualmente y puede ser considerado un prototipo del microscopio
compuesto moderno.
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IMPORTANTES INVENCIONES DEL MICROSCOPIO

Alrededor del siglo XVIII, se produjeron importantes revoluciones en
microscopios Opticos, realizadas por Ernst Abbe (1840-1905) y Catl
Zeiss (1816-1888)

Las invenciones de Abbe fueron el condensador de sub etapas y el
sistema de lente objetivo de emersion de aceite.

El condensador es un sistema de iluminacién para especimenes. Debido
a que es esencial tener un espécimen mas iluminado para obtener una
imagen clara en mayor magnificacion. Asi también “el sistema de
lentes de objetivo de emersion de aceite” puede eliminar la pérdida de
iluminacion del espécimen. Como resultado, tuvieron éxito en obtener

un poder de magnificacién de X1000.

También abrieron libremente al publico, sus invenciones en disefio de
microscopios.

La invencion del microscopio de Abbe, trajo un gran impacto en los
avances de la bacteriologia.

DESCUBRIMIENTOS DE BACTERIAS
PATOGENICAS: (INVESTIGADORES Y ANO)

Mycobacterium tuberculosis Koch 1883

Vibtio comma Koch 1883
Corynebacterium diphtheriae Klebs 1883, Loeffler 1884
Clostridium tetani Klens 1883, Kitasato 1889
Meningococcus Weihselbaum 1887
Pasteurella pestis Kitasato, Yersin 1894
Shigella dysenteriae Shiga 1898

Shigella flexneri Flexner 1900

Treponema pallidum Schaudinn, Hoffmann 1905
Bordetella pertusis Bordet, Gengou 1906
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El periodo de 1882 a 1910 es conocido como la “Era dorada del
descubrimiento”

AVANCES DEL MICROSCOPIO OPTICO

A %

.
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. “ e
E‘ o 4 ! ! COeiE R
Ernst Abbe
(1840-1805) -

Early 190 {(Spencer)

e

A#
-

<

1570 15880 1910
(Carl Zeiss) (Ernst Lotz
Se dice que el Dr. Robert Koch (ver pagina siguiente) usaba un
microscopio muy similar al modelo de 1880 de Carl Zeiss. (ver foto
arriba).
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Louis Pasteur
(1822-1895)

Louis Pasteur, cientifico francés (+). Desaprob6 la teoria de la
“Generacion espontanea”, en el afio de 1860-1861. Realizé6 muchas
investigaciones incluyendo un método de tratamiento en las
victimas de rabia.

Robert Koch

(1843-1910)
Bacteridlogo Aleman (+). Encontré muchas bacterias patégenas y fue
quien inici6 la “bacteriologia moderna”.

La postulacion de Koch es conocida como el principio de la
bacteriologia patégena
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DESARROLLO DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO

En 1931, Max Knoll y Ernest Ruska construyeron el primer
microscopio electrénico de transmision. Se dice que la magnificacion
de poder era de X16. Max Knoll fue profesor de la Universidad
Tecnolbgica de Berlin y Ernest Ruska fue estudiante, Ph.D.

En 1932, Ruska sugirié la construccién de un nuevo microscopio
electrénico para hacer imagenes directas de especimenes para insertatlas
en la columna del microscopio, similar a los disefiados en la mayoria de
los microscopios de transmision.

En 1933, Ruska tuvo éxito al construir el primer microscopio
electrénico de transmision, el cual tenfa una magnificacién mas alta
que la del microscopio éptico.

El primer microscopio electréonico de transmisiéon comercial
(TEM) fue producido por Simens en 1939, sin embargo, en el mismo
afilo comenzo la segunda guerra mundial y el desarrollo del TEM fue
disminuido hasta fines de la guerra en el ano 1945.

Después de la guerra, la produccién del microscopio electrénico se
convirti6 en un nuevo negocio en muchos pafses y llegd a ser un
instrumento cientifico popular en muchas areas.

En lo que respecta al Microscopio Electrénico de Scanning (SEM),
Manfred von Ardenne construyé un Microscopio Electronico de
Scanning Transmision (TSEM) en 1938. Se dice que la magnificacion
era de X8000, su poder de resolucion era de 50 a 100nm y lo hacia en
un tiempo de 20 minutos, la toma de una fotografia.

Luego de la Guerra Mundial, el Microscopio Electrénico de Scanning
también hizo un gran desarrollo con la nueva tecnologia electrénica.

En 1986, Ruska fue condecorado con el Premio Nobel de Fisica
por sus logros en optica electronica, y disefio del primer microscopio
electrénico, al mismo tiempo que Gerd Binnig y Heinrich Rohrer
por el disefio del Microscopio de efecto tanel (Scanning Tunneling
Microscopio.
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EL PRIMER MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
TRANSMISION COMERCIAL

The first commercial TEM
(From Simens, 1939)

Manfred von Ardenne (1907-1997)
Fue un talentoso cientifico en electrénica (+). Trabajé un tiempo para
la Unién Soviética, en la bomba atémica.
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NUEVOS TIPOS DE MICROSCOPIOS

Con los significados tradicionalmente conocidos, el microscopio es un
instrumento que hace magnificar la imagen de un objeto, por medio de
los lentes convexos.

Sin embargo, en el caso del microscopio electrénico de Scanning, un
objeto es escaneado por un rayo fino de electrones, para detectar la
fuerza de electrones secundarios o electrones aislados del objeto y esa
informacién obtenida por escaneo es reconocida como la imagen del
objeto.

Si en el microscopio, en lugar del rayo electrénico, se usa un rayo
laser se lo reconocera como microscopio de Scanning de laser. De
tal manera que si se usa una sonda mecanica, se lo reconoce como
microscopio de Scanning con sonda de electrones.

Microscopio de Scanning de Laser

La mayoria de los microscopios de Scanning de laser son llamados
Microscopio de Laser de Scanning Confocal, debido a que la luz
de laser, que ha pasado por un pequefio agujero, es enfocado en un
objeto y el brillo del punto iluminado en el objeto es determinado a
través de los mismos lentes objetivos, siendo a su vez este, enfocado
en otro agujero situado en frente de un detector, tal como el tubo
fotomulplicador. (Ver la ilustracion).

El segundo agujero, situado en el frente del detector, trabaja para
eliminar la luz incidente indeseable y hace posible formar imagenes
muy claras.

El escaneo del rayo liser, se lo puede hacer moviendo el rayo ldser y/o
cambiando el espécimen de la imagen.

El principio del sistema, usando los dos pequefios agujeros (pinhole)
para eliminar la luz incidente indeseable, fue inventado por Marvin
Minsky (1927-1961), quien ha trabajando en muchas areas y es
reconocido como el “Padre de la inteligencia artificial”.
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PRINCIPIO DEL MICROSCOPIO CONFOCAL DE
LASER DE SCANNING

Marvin Minsky
(1927- )
PCM D000
— Conlocal
Seanning
QXM 1300 — = [} Head
EHgits ; i
Camera = [Primeis
Emﬂti—ﬂ_‘ :
Fimer =M 355,

o~ R

HeliumyMNeon  wyan E1004
Laser Bysiem e regcope Heyboard

(Nikon catalogo)
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Example of photographs, taken by Conforeal Scanning Laser
M FOScOpee,

If leoking two or more antigens with specific antibodies labeled
with different color of Muorescent dye, it is possible to see as
above. It is seeing two defferent bacteria,

4

(Olympus Co. Catalogo)
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Conforeal Seanning Microscpe 15 possible to make observations
some thing hke cuiting object with knife, and it called ps
“Urptical Sectioning”

Three dimensional photograph
of Sun NDower pollen

(Olympus Catilogo)
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MICROSCOPIO DE SONDA DE SCANNING

Se conoce como Microscopio de Sonda de Scanning al instrumento
que usa puntas muy finas de sonda, que escanean la superficie del
espécimen y hace fotos topograficas del espécimen.

En 1981, el microscopio de Efecto Tunel fue inventado como un tipo
de microscopio de sondeo de Scanning, Después de esto, en 1986, se
invent6 el Microscopio de Fuerza Atoémica y le siguieron muchas
variaciones. El poder de resoluciéon de los microscopios de sonda
de Scanning es muy alto, sin embargo, el tamafio de los especimenes
es limitado, pequefio, aproximadamente pocas cuartas del metro,
debido al sistema de movimiento del espécimen, controlado por
“Piezo electric”

Microscopio de Efecto Tunel (STM)

Usando el sondeo electroconductivo en un espécimen, en proximidad
suficientemente continua-cerrada, algunos de los electrones pueden
socavar entre la punta y el espécimen sin tener un contacto. La estructura
de la superficie de la muestra es revelada escaneando la superficie
mientras se usa un circulo de retroalimentacién para mantener una
actual y constante persistencia en la muestra.

Ver la ilustracion. La distancia entre la sonda y el espécimen puede ser
mantenida por “Piezo electric”, instalado con la sonda.

La aplicacion de STM es limitada, y se la utiliza solo para
especimenes electrocondutivos, debido al principio.

El primer microscopio o tunneling de Scanning fue inventado por Gerd
Binning y Heinrich Rohrer, en 1983. Ellos recibieron el premio Nobel
en 1986, con Ernst Ruska, inventor del microscopio electronico de
transmision.
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Prineiple of Scanning Tunneling Microscope(STM)

W st el s call g . P g st

(An example of photograph taken with STM)
Clean gold surface
Rateral resolution is 0.1nm

195



Microscopia Electrénica
MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA (AFM)

El principio es mostrado en la Fig; 1

Una punta fina de la sonda, fijado al final del voladizo, escanea la
superficie del espécimen y el movimiento de la sonda que va de arriba
hacia abajo es detectado por la luz del laser reflejado, y el movimiento
es convertido para hacer la imagen como la topografia del espécimen.

Por una relaciéon entre la superficie del espécimen y la punta de la sonda,
existen algunos sistemas modificados, tales como modo “contacto”,
modo “no contacto” y otros por el estilo sucesivamente.

En comparaciéon con STM, AFM es aplicable a especimenes electro
conductivos y no-conductivos, incluso en algunos liquidos.

El Microscopio de Fuerza Atémica fue inventado por G. Binnig con
Calvin F. Quate y Christoph Gerber, en 1985.

Principio de AFM

Cromosomas Humanos en metafase observados por AFM
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Cromosomas Humanos en metafase observados por AFM

TRy 1 U epaprs of e meragiuee o,
Lih A cleemiodet | Dried by @ Motk ask-ommes i balig
150 A cheomorcms nolcd by o Bovylo Pyl ey sl
i Chirier view of pan of B

(JEOL - JSPM)
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INVENTORES DEL STM Y AFM

Inventors of STM and AFM

Gerd Binni{1947- ) Heinrich Rohrer{1933- )
(STM, AFM) (STM)

Calvin F, Quate(1923-)  Christph Gerber(1942-)
(AFM) (AFM)
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