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Abstract: The use of poly-L-lisine solutions to form policathionic membranes on micro cover glass, acting 
as an adhe$ive medium for biological particulate specimens (ej. bacteria, yeait and i$olated cells) is 
described. Adhered specimens to cover glass were fixed, dehydrated, dryed to critical point and covered again 
with platinum-carbon or gold, and then, they were placed under a scanning electron microscope. Later, a 
sample was digested in sodium hypochlorite, separating the metal layer representing the replica of sample. lt 
was collected on a copper grid and it was analyzed by transmision electron microscope. 

Usualmente los métodos de preparación de 
especímenes biológicos para microscopia elec
trónica de rastreo (MER) requieren de fijación, 
deshidratación, secado en punto crítico y de re
cubrimiento con una pel ícula metálica para ha
cerlos electroconductores (Cohen, 1 974). El se
cado en punto crítico se hace colocando las ma
estras, ya sean tejidos animales o vegetales, en 
canastas de cedazo, que son introducidas en la 
cámara del secador. Este proceso resulta relativa
mente simple cuando se trata de especímenes 
macroscópicos; pero en los casos de microorga
nismos o células aisladas, que para efectos de es
te informe denominaremos ''material en partícu
las", el procesose complica pues se requieren me
dios de soporte para llevar esos materiales al se
cador, ya que no pueden colocarse directamente 
en las canastas, pues debido a su pequeño tama
ño se perderían fácilmente. Como medios de so
porte se han utilizado :  cápsulas de agar, membra
nas de acetato de celulosa tipo "millipore" e in
cluso se han recurrido a incluir material en partí
culas dentro de excresencias glandulares de cítri
cos. Algunos de esos métodos resultan engorro
sos y en otros casos no impiden la pérdida de 
material, lo cual es crítico cuando se trata de 

1 05 

microorganismos no cultivables in vitro, o bien 
que se encuentran en bajas proporciones en las 
muestras estudiadas. 

Tal vez el método más simple y práctico para 
secar material en part ículas es adsorbiéndolo so
bre membranas de acetato de celulosa, tipo 
"millipore". El proceso consiste simplemente 
en colocar una gota de la suspensión de partí
culas en alcohol de 1 00%, sobre una membrana 
mtrante , cuya porosidad debe ser menor que el 
diámetro de las part ículas e incluirla en una ca
nasta de secado en punto crítico , o bien secar
los al aire , corriendo el riesgo de alterar la es
tructura del espécimen (Nickerson el al. ,  1 974). 

Por otra parte, recientemente el doctor 
Hiroshi Akahori ideó un método de preparación 
de réplicas metálicas a temperatura ambiente , 
para analizarlas al microscopio electrónico de 
transmisión (MET). Estos moldes o réplicas son 
obtenidos a partir de espec ímenes preparados 
e incluso analizados al MER. El método se des
cribe en la figura 1 ;  como se ilustra, consiste en 
separar la pel ícula metálica que recubre la 
muestra y recogerla sobre una rejilla para MET. 
Uno de los pasos fundamentales de este proceso 
consiste en cubrir la pel ícula metálica con una 
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Fig. 1 :  Esquema del método para preparación de réplicas tisulares metálicas a temperatura ambiente. 

gota de cemento plástico, que la protegerá du
rante la digestión de la muestra, la cual se reali
za sumergiéndola en hipoc1orito de sodio. Pero, 
tal tratamiento no puede aplicarse a especíme
nes adsorbidos sobre membranas de acetato de 
celulosa, pues éstas son solubles en el cemento 
plástico, por 10 que no es posible extraer la répli
ca. 

Una buena alternativa es el empleo de solu
ciones de poli-L-!isina, capaces de formar mem
branas policatiónicas sobre sustratos de vidrio, 
como cubreobjetos, los que se tornan adheren
tes, sirviendo como medios de soporte para los 
materiales biológicos en part ículas, tal como 
había sido descrito previamente (Sanders et al. , 
1975 ;  Mazia et al. , 1 975 ; Kaneshima et al. 
1 978). 

En este informe se describe el método de 
formación de membranas policatiónicas, sobre 
cubreobjetos recubiertos de agarosa, adaptándo
lo a la técnica de réplicas; así, se logra el análisis 
del material en partículas tanto al MER, como 
al M ET. 

MATERIAL Y METODOS 

En el método original (Sanders et al. 1 975 ) 
las membranas policatiónicas se formaron di
rectamente sobre cubreobjetos. En nuestro caso 
los cubreobjetos fueron previamente cubiertos 
con una delgada pel ícula de agarosa, sobre la 
cual se depositó la solución de poli-L-lisina, de 
manera que los especímenes se pueden despren
der fácilmente del vidrio, arrastrando la capa de 
agarosa; 10 que resulta prácticamente imposible 

Fig. 2: Preparación de levaduras colocadas sobre u n  
cubreobjetos con poli-L-lisina. A.  Muestra colocada 
al inicio del proceso. B. La misma muestra deshidra
tada y secada en punto crítico. Las bandas oscuras 
corresponden a una rejilla de malla 400 colocada 
bajo el cubreobjetos como referencia del área foto
grafiada. 

cuando la membrana policatiónica se ha forma
do directamente sobre el vidrio. 

La metodología empleada fue la siguiente: 
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Fig. 3 :  Preparaciones de materiales en partículas observados al microscopio electrónico de rastreo. A-B. Sangre peri
rérica de un paciente con una severa hemoglobinopatía (muestra suministrada por el doctor Emer Alfaro del Hospi
tal Nacional de Niños). e-D. Candida albieans. E-F. Eseheriehia eolio 
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a. Se sumergieron los cubreobjetos de 12 mm 
de diámetro en una solución de agarosa al 3% 
a SO oC, se drenó el exceso de l íquido y se 
dejaron secar a temperatura ambiente . 

b .  Sobre esos cubreobjetos se depositó una alí
cuota de 20 /ll de poli-L-lisina (1 mg/ml) en 
solución amortiguadora de fosfato salina a 
pH 7 ,2 Y se dejó a temperatura ambiente en 
cámara húmeda .durante una hora, para que 
se formara la membrana policatiónica . 

c. Se lavó el exceso de poli-L-lisina con el amor
tiguador de fosfatos y se drenó sobre papel 
mtro. 

d. Sobre esas preparaciones se colocaron alí
cuotas de 25 /ll de las muestras a estudiar, 
las cuales previamente hab ían sido fijadas 
en glutaraldehído al 2 ,5% , durante dos ho
ras. Los espec ímenes se dejaron en contac
to con la membrana policatiónica durante 
una hora, a temperatura ambiente en cáma
ra húmeda . Luego se lavaron, se fijaron de 
nuevo en tetraóxido de osmio, se deshidra
taron y secaron en punto crítico. 

e. Las muestras que sólo se iban a analizar al 
MER se cubrieron con oro en un cobertor 
iónico (Eico l B  3). Las que además, se anali
zarían al MET, se cubrieron con platino-car
bón en un evaporador de metales (Hitachi 
HU SS ), sublimando ambos elementos a una 
presión de 1 x 1 0-6 Torr. El ángulo de inci
dencia de las part ículas metálicas sobre la 
muestra fue de 1 S a 20 grados. 

f. A las superficies de las muestras recubiertas 
de metal se les hizo una serie de cortes per
pendiculares entre sí, de manera que queda
ra dividida en cuadros de aproximadamen
te 4 mm2 • Luego el área cuadriculada se re
cubrió con una gota de cemento y se dejó 
secar a temperatura ambiente ( I a 2 horas). 

g. Se cortó la pel ícula de agarosa alrededor del 
casquete plástico , el cual se desprendió 
arrastrando consigo la muestra adherida a la 
pel ícula de agarosa mediante la membrana 
policatiónica. 

h. La preparación se sumergió en hipoclorito de 
sodio para digerir la muestra, quedando el 
casquete plástico con la impronta metálica 
del espécimen, que se lavó sumergiéndole en 
agua destilada. 

La impronta se recubrió de nuevo con car
bón, de manera que quedó integrada por una 
capa de carbón-platino-carbón (Fig. 1 ). 

j .  El casquete plástico se disolvió en acetona, 
liberando la réplica que fue recogida sobre 
una rejilla para MET. 
Además, se evaluó la efectividad del método, 
contando el número de partículas colocadas 
sobre el cubreobjetos al inicio del proceso y 
luego , contando las que permanecieron des
pués del secado en punto crítico . Para facili
tar el conteo se fijó una rejilla al reverso del 
cubreobjetos como indicador del área evalua
da (Sanders et al. 1 97 S ). Esta evaluación se 
hizo con eritrocitos, Candida albicans y 
Escherichia coli. Las réplicas estudiadas fue
ron de bacterias como Aeromonas hydro
phyla y Salmonel/a typhi. También se obser
varon trofonozoitos de Enteromonas muris 
obtenidos de contenido intestinal de ratones. 

RESULTADOS 

El método tuvo una efectividad que osciló 
entre el 80 y el 95% ; de manera, que del núme
ro inicial de partículas colocadas sobre el cubre
objetos con poli-L-lisina sólo se perdió del S al 
20% . Las figuras 2a y b corresponden a una 
preparación de levaduras fotografiadas en un 
microscopio de contraste de fases al inicio del 
proceso y luego de secado por punto crítico , 
observándose como la mayoría de las part ículas 
permanecieron adheridas al sustrato.  

En las preparaciones analizadas al  MER se 
pudieron localizar fácilmente los especímenes, 
dada la alta proporción de part ículas que hab ía 
por áreas de muestra estudiada. Además, no se 
detectaron daños o alteraciones en la uItraes
tructura de la superficie de esos especímenes, 
que pudieron achacarse al proceso de adhesión . 
En la figura 3 se muestran eritrocitos, Escheri· 
chia coli y Candida. 

La mayor validez de este método, es su adap
tación a la preparación de réplicas para MET, 
ya que permite visualizar detalles ultraestructu
rales que no es posible detectar al MER; así, en 
las réplicas de bacterias aparece una superficie 
surcada irregularmente, que les brinda un aspec
to rugoso (Fig. 4); en tanto al MER esas bacte
rias aparecen lisas. También el método permite 
observar espec ímenes relativamente grandes co
mo es el caso de protozoarios, tal como se indi
ca en la figura s .  

CONCLUSIONES 

El empleo de sustratos recubiertos con poli-I
lisina como medio de soporte para procesar ma-
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Fig. 4: Réplicas de platino-carbón de bacterias A. Aeromonas sp B. Salmone/la sp (Barra 0.5 pm) 
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fig. 5 :  Réplicas de platino de un trofozoito de Ente 
romolUl obtenido de intestino murino. 

teriales biológicos particulados para MER, per
mite obviar algunos problemas afrontados con 
otros métodos de preparación, como los indica
dos anteriormente . Entre las ventajas encontra
das pueden citarse : 

a. Alta efectividad en la adherencia de los espe
címenes; lo cual adquiere relevancia cuando 
se trata de elementos particulados que se en
cuentran en baja proporción en la muestra 
estudiada, como podría ser el caso de células 
sangu íneas como leucocitos basófllos o eosi
nófIlos, cuya proporción es menor de 3% en 
muestras normales de sangre periférica ; o 
bien, el caso de algunos coproparásitos. 

b .  Facilidad de trabajo :  al lograr adherir los ele
mentos particulados al soporte de vidrio, se 
facilitan los procesos de fijación y deshidra
tación, ya que de lo contrario deberían reali
zarse con las suspensiones de los materiales, 
ameritándose de centrifugación en cada pa
so . 

c. Réplicas de platino : la posibilidad de obte
ner los moldes o improntas de los especíme
nes para analizarlos al MET, brinda un gran 
potencial al estudio ultraestructural , al poder 

dilucidar detalles que pasar ían desapercibi
dos al MER. 

RESUMEN 

Se describe la utilización de soluciones de 
pol-l-lisina para formar membranas policatióni
cas sobre cubreobjetos, actuando como medio 
de adherencia para materiales biológicos parti
culados, como bacterias, levaduras, y células 
aisladas. Los especímenes adheridos al cubreob
jetos fueron fijados, deshidratados, secados en 
punto crítico y recubiertos con platino-carbón 
u oro y analizados al microscopio electrónico 
de rastreo . Posteriormente se digirió la muestra 
en hipoclorito de sodio , liberándose la capa me
tálica, que representa una réplica de la muestra, 
la cual se recogió sobre rejillas de cobre y se a
nalizó al microscopio electrónico de transmi
sión. 
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