Instructivo para Usuarios: Preparacion de muestras para Microscopia
Electronica de Barrido (MEB)

El procesamiento de las muestras lo realiza parcialmente el usuario (fijacion, deshidratacion
y montaje), la preparacion de las mismas depende de su naturaleza y se deben de preparar

de la siguiente manera:

1. Preparacion de muestras humedas de acuerdo al tamafio

Especimenes muy pequefios (<100 um): Incluye bacterias, células individuales o
cultivadas, la mayoria de los protozoarios y esporas, deben ser adheridas a sustratos sobre
los cuales se lleve todo el procesamiento para MEB. Un método comun es filtrar la
suspension en filtros millipore o filtros de policarbonato, (son lisos y tienen una superficie
uniforme) o ser colocados directamente sobre cubreobjetos de vidrio de 10-14 mm de
diametro o sobre el portamuestra MEB de aluminio.

Especimenes pequefios (100-500 um): Como algunos invertebrados, se procesas en

contenedores porosos, viales o en bolsas de papel arroz.

Especimenes medianos a grandes (>0.5 mm): Son facilmente manipulados con
pinzas, como bloques de tejidos, invertebrados grandes pueden ser procesados en
contenedores de vidrio. Si es necesario la muestra se corta en pequefios bloques de

aproximadamente 1 mm.

2. Procesamiento de muestras hiumedas

Fijacion
La muestra se sumerge en el fijador, los mas comunes son: glutaraldehido al 2.5 % en
amortiguador de fosfatos o la mezcla de glutaraldehido al 2.5% y formaldehido al 4% en
amortiguador de fosfatos, por un tiempo de 0.5-1 hora para muestras que se encuentran
sobre un sustrato y de 1-3 horas para bloques de tejidos y especimenes medianos a
grandes. El pH del fijador debe de ajustarse al del espécimen. Realizar tres lavados con
amortiguador de fosfatos (o el mismo utilizado en la fijacion) con una duraciéon de 5-10
minutos cada uno. La concentracion del fijador y el tiempo de fijacion, al igual que el

amortiguador utilizado depende del tipo de muestra.



Deshidratacién
Deshidratar la muestra en una serie de alcoholes graduados. Generalmente se usa el etanol
en agua destilada de 10%, 20%, 30% 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, (un cambio por 10
min c/u) y 100% (tres cambios por 15 min c/u). Los tiempos de deshidratacion dependen
del tipo de muestra.

Secado de las muestras por punto critico
Este paso solo aplica a muestras hUmedas a peticidén del usuario y lo realiza el laboratorio,

para lo anterior el usuario debe entregar las muestras fijadas y deshidratadas.

3. Montaje de la muestra

El usuario debera acudir a las instalaciones del SAMEB para solicitar los porta muestras
necesarios, el SAMEB entregara portamuestras de aluminio con cinta de carb6n de doble
adhesivo en la parte superior. El usuario rotula con un marcador indeleble de punta fina la

parte lateral del portamuestras con la clave que le asigne a su muestra.

NOTA: Los portamuestras deberan devolverse al final de la Gltima sesion de observacion.

Bajo el microscopio estereoscépico con ayuda de pinzas o pincel fino y con mucho cuidado,
el usuario coloca la muestra en la posicién adecuada que corresponde a la zona de interés
para la observacion en el MEB. El montaje de la muestra debe ser preciso y de ser posible
en un solo paso, ya que el adhesivo es muy fuerte. Si la muestra se manipula mucho, se
puede dafar o puede quedar con restos de adhesivo que pueden cubrir la superficie de las

estructuras de la muestra.

Las muestras en suspension se colocan sobre un sustrato de vidrio, filtros 0 membranas o

directamente sobre el portamuestras con pipeta Pasteur o micropipeta.

4. Recepcién de las muestras por el SAMEB

Las muestras humedas que presentan contenido de agua deben de estar previamente
fijadas y deshidratadas por el usuario. Estas se reciben dependiendo del tamafio en el
contenedor adecuado en el interior de frascos de vidrio de boca ancha en etanol absoluto,

la tapa del frasco debe de estar sellada con parafilm, el frasco debe estar etiquetado con el



nombre del usuario, instituto-laboratorio, tipo de muestra, fecha y la clave con la que el

usuario identifique a cada muestra.
El usuario entrega los portamuestras en cajas Petri de plastico o vidrio selladas con parafilm
y etiquetadas con los datos: nombre del usuario, tipo de muestra, clave con la que el usuario
identifique a cada muestra y fecha.

5. Tamafo de las muestras

Las muestras no deben ser mayor a un 1 cm?.

Para andlisis de muestras en polvo se requiere al menos 10 mg.



