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SAMENVATTING

Bij conventionele scanning elektronenmicroscopie (SEM) wordt het opperviak van onderzoeksprepara-
ten in beeld gebracht door emissie van secundaire elektronen in hoog-vacuiim. Door de technische evolutie
bestaat thans de mogelijkheid om backscattered elektronen te detecteren in laag-vacuiim. Deze techniek
]laat de analyse van de samenstelling en de densiteit van diepere lagen toe, evenals het gebruik van specifieke
immunogoud kleuringen. In deze studie werden de oppervlakteobservaties van niet-biologische geleidende
en niet-geleidende preparaten bij hoog- en laag-vacuiim vergeleken. Bovendien werd onderzocht of deze
methodiek ook kan aangewend worden voor de observatie van niet-gefixeerde en niet-ontwaterde biologische
specimens. De conclusie is dat niet-biologische preparaten kunnen bekeken worden in laag-vacuiim, waar-
bij de beelden gelijkaardig zijn en in sommige gevallen zelfs meer informatie verschaffen dan de beelden bij
hoog-vacuilm analyse. Biologische preparaten daarentegen worden het best geobserveerd volgens de con-
ventionele hoog-vacuiim methode waarbij de specimens voldoende gefixeerd, gedehydrateerd en gecoat
worden. Wanneer de stalen weinig vocht bevatten kan de laag-vacuiim techniek aangewend worden, maar
deze beelden zijn minderwaardig aan de conventionele SEM-beelden.

INLEIDING

De vakgroep Morfologie van de faculteit Dierge-
neeskunde beschikt over een scanning elektronenmi-
croscoop (SEM) die reeds voor verschillende dierge-
neeskundige toepassingen werd gebruikt, zowel op
het gebied van onderzoek als voor diagnostiek (Fi-
guur 1). Debeelden 1 A tot en met 1 D tonen respec-
tievelijk een teek aangetroffen op een geschoten ree-
geit, enterotoxigene Escherichia coli bacterién die
het darmslijmvlies van een varken koloniseren, sper-
matozoa op een eicel van hetrund, en een stukje plant-
aardig materiaal aangetroffen in een abces in de neus
van een paard. Bij al deze toepassingen werd de con-
ventionele SEM-technologie aangewend. Deze tech-
nologie is gebaseerd op de detectie van secundaire
elektronen in een hoog-vacuiim milieu (high vacuum
SEM, HV-SEM) en vereist in de meeste toepassingen
een geleidend preparaat (Murphy, 1980; Nowell en
Pawley, 1980). Deze secundaire elektronen ontstaan
vanuit de oppervlakkige lagen van het preparaat en
bezitten een lage energie. Door deze lage energetische
waarde worden de secundaire elektronen in een
laag-vacuiim milieu verstrooid na contact met aanwe-
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zige luchtmoleculen, waardoor het verkregen beeld
aan scherpte verliest. Dit maakt dat secundaire elek-
tronen enkel in een hoog-vacuiim omgeving in vol-
doende mate zonder verstrooiing gedetecteerd kun-
nen worden.

De SEM wordt echter niet alleen gebruikt in de me-
dische enbiologische wetenschappen, maar ook in di-
verse andere domeinen, zoals forensisch onderzoek,
kwaliteitscontrole en/of defectanalyse bij de ontwik-
keling van metalen en keramische materialen, halfge-
leiders en dergelijke (Basu en Ferriss, 1980; Yuhasen
Kessler, 1980). De wisselwerking tussen de snelle
toename van het aantal SEM-toepassingen enerzijds
en de continue ontwikkeling en verfijning van de
SEM-technologie anderzijds, heeft tot gevolg dat de
voorbereiding van biologische stalen voor SEM-ana-
lyse sterk varieert. Daar waar de conventionele
SEM-methodiek gebaseerd is op detectie van secuni-
daire elektronen in een hoog-vacuiim omgeving,
wordt bij de recent ontwikkelde SEM-technologie ge-
bruik gemaakt van backscattered elektronen it
laag-vacuiim (low vacuum SEM, LV-SEM) waarbij
niet-geleidende preparaten kunnen geobserveerd
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Figuur 1. Conventionele HV-SEM-beelden van A: een teek aangetroffen op een reegeit (maatstreep =1 mm); B: entero-
toxigene Escherichia coli bacterién die het darmslijmvlies van een big koloniseren (maatstreep = 20 um); C: spermato-
zoa op een eicel van het rund (maatstreep = 20 pm, met dank aan Prof. A. Van Soom); D: een stukje plantaardig
materiaal aangetroffen in een abces in de neus van een paard (maatstreep = 20 pm, met dank aan Prof. A. De Moor).

worden (Ushiki et al., 1998). Deze backscattered
elektronenzijn afkomstig van de primaire elektronen-
bundel, worden teruggezonden vanuit de diepere la-
gen van het preparaat en behouden hun relatief hoge
energetische inhoud. Daardoor kunnen zij ook gede-
tecteerd worden in laag-vacuim. De LV-SEM-tech-
niek kan mits enige aanpassingen ook aangewend
worden voor densiteitsmetingen (Roschger et al.,
1998) en immunogoud gemerkte SEM-analysen
(Hodges, 1992; Goto et al., 1999). Aangezien back-
scattered elektronen gedetecteerd kunnen worden in
een laag-vaculim omgeving bestaat de mogelijkheid
om onder de LV-SEM niet-ontwaterde en zelfs
niet-gefixeerde biologische preparaten te observeren
zonder dat te veel deformaties optreden tengevolge
vande uitdroging. Erzijn echter weinig gegevens be-
schikbaar over deze methodiek.

De SEM van de vakgroep Morfologie is geschikt
zowel voor microscopische analyse onder hoog-va-
culim (detectie van secundaire of backscattered
elektronen) als onder laag-vaculim (detectie van
backscattered elektronen) waarbij de resolutie res-
pektievelijk 3,5 nmen 5,0 nm bedraagt. Daardoor kan
dit toestel gebruikt worden volgens de conventionele

methodiek voor allerhande diergeneeskundige toe-
passingen (Figuur 1), maar ook volgens de meer
recent ontwikkelde laag-vaculim technologie. In dit
artikel worden daarom kort de mogelijkheden van
deze laag-vacuiim technologie onderzocht en bespro-
ken. Daartoe worden verscheidene niet-biologische en
biologische preparaten onderzocht, waarbij telkens
een vergelijking wordt gemaakt tussen hoog-vacuiim
analyse (10 Pa) en laag-vacuiim analyse (30 Pa).

METHODIEK EN VOORBEELDEN

Er werd gebruik gemaakt van de facultaire
SEM-apparatuur, bestaande uit een scanning elektro-
nenmicroscoop van het merk JEOL, type JSM 5600
LV (Tokyo, Japan), een kritisch punt droger van het
type Balzers CPD 030 (Balzers, Liechtenstein) en de
platina coater Auto Fine Coater JFC-1300 van JEOL
(Tokyo, Japan). Alle preparaten werden digitaal ge-
fotografeerd aan een hoge resolutie en de foto’s wer-
den verwerkt met het programma Ulead Photoimpact
(Taipei, Taiwan).
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Figuur 2. SEM-beelden van een muntstuk (maatstreep =
1 mm); A: laag-vacuiim; B: hoog-vacuiim, backscatte-
red elektronen; C: hoog-vacuiim, secundaire elektronen.

Niet-biologische preparaten

Een muntstuk werd genomen als niet-biologisch,
droog en geleidend preparaat. Dit muntstuk werd on-
der laag-vacuiim bekeken met behulp van backscattered
elektronen, en onder hoog-vaculim met behulp van
backscattered en secundaire elektronen. Hieruit blijkt
dat het gebruik van backscattered elektronen de beste
resultaten geeft (Figuur 2 A en B). Deze techniek laat
toe om een duidelijk reliéf waar te nemen, zowel on-
der laag-vacuiim (Figuur 2 A) als onder hoog-vacuiim
(Figuur 2 B), waarbij het laag-vacuiim beeld een beet-
je inboet aan scherpte en contrast. Wanneer onder
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hoog-vacuiim secundaire elektronen worden waarge.-
nomen, verkrijgt men een beeld waarbij enkel de
contouren ter hoogte van de reliéfverschillen worden
weergegeven (Figuur 2 C). Daardoor lijkt het beeld
vrij vlak en verliest het enige informatie.
Als voorbeeld van een niet-biologisch, droog en
niet-geleidend preparaat werd keukenzout (NaCl) ge-
bruikt. De zoutkristallen werden zowel door midde]
van backscattered elektronen onder laag-vacuiim alg
onder hoog-vacuiim door middel van backscattered
en secundaire elektronen, bekeken. Hierbij werd tel-
kens een onderscheid gemaakt tussen de natieve
niet-geleidende NaCl kristallen en kristallen die ge-
leidend werden gemaakt door middel van platina coa-
ting. De analyse van deze kristallen leert dat het ge-
bruik van backscattered elektronen onder laag- en
hoog-vacuiim gelijkaardige beelden oplevert. Zoals
bij het muntstuk blijken ook hier de laag-vacuiim
beelden (Figuur 3 A en B) minder scherp en minder
contrastrijk dan de hoog-vacuiim beelden (Figuur3 C
enD). Binnen één aangewende methode (laag-vacutim
of hoog-vacuiim) is er echter geen verschil in beeld-
kwaliteit tussen niet-gecoate en gecoate kristallen.
Wanneer daarentegen in hoog-vacuiim secundaire
elektronen worden waargenomen, is er wel een duide-
lijk verschil merkbaar. Bij de niet-gecoate kristallen
zijn de overgangen ter hoogte van de reliéfverschillen
duidelijk te zien (Figuur 3 E). Dit geeft een zeer infor-
matief beeld, maar wanneer de kristallen op dergelij-
ke manier te lang bekeken worden, leidt dit, door ge-
brek aan geleidbaarheid, tot een opstapeling van
elektronen in de kristallen. Deze opladingen worden
waargenomen als opklaringen (i.e. zeer witte beel-
den) en kunnen na enige tijd leiden tot beschadiging
van het preparaat. Dit probleem treedt niet op wan-
neer de preparaten gecoat zijn met een geleidend laag-
je, zoals platina, maar deze techniek brengt enig ver-
lies aan beeldinformatie met zich mee (Figuur 3 F).
Deze beelden zijn minder contrastrijk en de fijnere
oppervlakkige structuren zijn minder goed te diffe-
renti€ren.

Biologische preparaten

Een dekhaar van een konijn (kruising tussen eeil
Witte Nieuwzeelander en Vlaamse Reus) deed dienst
als voorbeeld van een relatief droog en niet-geleidend
biologisch preparaat. Dit dekhaar werd zonder voor-
afgaande fixatie onder identieke omstandigheden be-
keken als bij de NaCl kristallen. Wanneer het dekhaar
wordt bekeken onder laag-vacuiim, blijkt dat het g¢-
coate preparaat een scherper beeld oplevert (Figuur 4B)
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Figuur 3. SEM-beelden van NaCl kristallen (maatstreep = 100 pm); A: laag-vacuiim, niet gecoat; B: laag-vacuiim, gecoat;
C: hoog-vacuiim, niet-gecoat, backscattered elektronen; D: hoog-vacuiim, gecoat, backscattered elektronen; E:
hoog-vacuiim, niet gecoat, secundaire elektronen; F: hoog-vacuiim, gecoat, secundaire elektronen.

dan hetniet-gecoate preparaat (Figuur 4 A). Wanneer
daarentegen backscattered elektronen gedetecteerd
worden in hoog-vacuiim is het ongecoate preparaat
onbruikbaar wegens het optreden van opladingsef-
fecten (Figuur 4 C). Het gecoate haar geeft hier een
veel beter resultaat wat scherpte en contrast betreft
(Figuur4 D). Bij de detectie van secundaire elektronen
is het niet-gecoate preparaat niet bruikbaar wegens uit-
gesproken oplading (Figuur 4 E). Dit kan voorkomen
worden door coating van het haar, waardoor finaal het
beste beeld verkregen wordt (Figuur 4 F).

Als voorbeeld van een biologisch niet-geleidend
en vochtrijk preparaat werd een stukje jejunum van
een cavia gebruikt. Een deel van dit preparaat werd

enkele malen gewassen in fosfaat-gebufferde zout-
oplossing en werd vervolgens zonder fixatie,
dehydratatie en platinacoating onmiddellijk bekeken
onder laag-vacuiim met behulp van backscattered
elektronen. Een tweede stukje jejunum werd gedu-
rende éénuur gefixeerd in SEM-fixatief, namelijk een
natriumcacodylaat-gebufferde oplossing van 2% pa-
raformaldehyde en 2,5% glutaaraldehyde en vervol-
gens bekeken onder laag-vacuiim. Een derde stukje
jejunum werd voorbereid volgens de conventionele
manier (Simoens et al., 1985). Hierbij werd het speci-
men overnacht gefixeerd in SEM-fixatief. Na deze
fixatie werd het preparaat gedurende 30 minuten ge-
wassen in gedestilleerd water waarna een twee uur du-
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Figuur 4. SEM-beelden van een dekhaar van een konijn (maatstreep =20 pm); A: laag-vacuiim, niet gecoat; B: laag-va-
cuiim, gecoat; C: hoog-vacuiim, niet gecoat, backscattered elektronen; D: hoog-vacuiim, gecoat, backscattered elektro-
nen; E: hoog-vacuiim, niet gecoat, secundaire elektronen; F: hoog-vacuiim, gecoat, secundaire elektronen.

rende postfixatie werd uitgevoerd in 1% osmiumtet-
roxide. Vervolgens werd het preparaat ontwaterd in
een stijgende alcoholreeks (50 — 90%), gedroogd in
een kritisch punt droger en met platina gecoat. Finaal
werd dit preparaat bekeken onder hoog-vacuiim. De
observatie van het jejunum toont enkele opmerkelijke
verschillen aan tussen laag-vaculim (Figuur 5 A en B)
en hoog-vacuiim analyse (Figuur 5 C). Wanneer het
volledig ontwaterd en gecoat preparaat wordt beke-
ken onder hoog-vacuiim kunnen duidelijk de plooi-
vormige darmvlokken herkend worden (figuur 5 C).
Op deze vergroting is het zelfs mogelijk om een idee

te krijgen van de fijnere oppervlaktestructuren van de
darmvlokken. Wanneer daarentegen een niet-ontwa-
terd en niet-gecoat darmstukje wordt geobserveerd
onder laag-vacuiim zijn enkel de plooien te herken-
nen, maar de kleinere oppervlaktestructuren zijn be-
schadigd (figuur 5 A en B). Bovendien blijkt dat
laag-vacuiim observatie van een niet-gefixeerd pre-
paraat (Figuur 5 A) slechtere resultaten geeft dan
laag-vacuiim observatie van een gefixeerd preparast
(Figuur 5 B). Op het gefixeerde preparaat hebben de
darmvlokken ongeveer dezelfde afmetingen als 0P
het gefixeerde en volledig ontwaterde preparaat,
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. Figuur 5. SEM-beelden van het jejunumslijmvlies van
een cavia (maatstreep = 100 um); A: laag-vacuiim,
niet-gefixeerd, niet-ontwaterd, backscattered elektro-
nen; B: laag-vacuiim, gefixeerd, niet-ontwaterd, back-
scattered elektronen; C: hoog-vacuiim, gefixeerd,
ontwaterd, gecoat, secundaire elektronen.

maar ze vertonen wel verlies van de fijnere opper-
vlaktestructuren. Bij het niet-gefixeerde darmstukje
daarentegen lijken de plooien sterk gezwollen en ver-
tonen ze beschadiging.

DISCUSSIE

De conventionele methode voor het bekijken van
biologische preparaten met behulp van de SEM ver-
eist een fixatie, eventueel gecombineerd met een
postfixatie, gevolgd door een volledige dehydratatie
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en finaal een coating met een geleidend materiaal, zo-
als goud of platina. Op die manier worden biologische
preparaten geschikt gemaakt voor de detectie van se-
cundaire elektronen in een hoog-vacuiim milieu.

Deze omslachtige procedure is echter tijdrovend en
bovendien houdt het gebruik van osmiumtetroxide
enige gezondheidsrisico’s in. Het onderzoek van
backscattered elektronen in een laag-vacuiim milieu
kan een alternatief bieden, omdat bij deze detectie-
methode het preparaat niet geleidend hoeft te zijn.
Een bijkomend voordeel is dat deze detectie in een
laag-vacuiim milieu plaats vindt, zodat in principe
niet-ontwaterde preparaten geobserveerd kunnen
worden zonder dat al te veel deformaties optreden.
Deze procedure kan een aanzienlijke verkorting van
de voorbereidingstijd betekenen.

De hier beschreven voorbeelden tonen aan dat
het gebruik van backscattered elektronen in een
laag-vacuiim omgeving uitermate geschikt is voor
de oppervlakteanalyse van zowel geleidende als
niet-geleidende, niet-biologische preparaten. Wan-
neer backscattered elektronen gedetecteerd worden
onderhoog-vacuiim wordt een gelijkaardig beeld ver-
kregen dateen beetje scherper en contrastrijkeris. Dit
is te verklaren door het feit dat er minder verstrooiing
optreedt van de backscattered elektronen in een
hoog-vaculim omgeving. Het al dan niet coaten van
de niet-geleidende preparaten maakt hier geen ver-
schiluit. Ditis wel het geval bij de detectie van secun-
daire elektronen, waarbij niet-gecoate preparaten een
scherperbeeld opleveren dan gecoate preparaten. Het
belangrijkste nadeel bij de observatie van niet-gecoate
preparaten met behulp van secundaire elektronen is
de stapeling van elektronen in het preparaat met op-
klaringseffecten en eventuele preparaatbeschadiging
tot gevolg.

Biologische vochtarme specimens, zoals haren,
kunnen geobserveerd worden onder laag-vacuiim
zonder dat vormveranderingen optreden. Wanneer
bovendien de preparaten gecoat worden met een ge-
leidend materiaal resulteert dat in een scherper beeld.
Het beste resultaat met backscattered elektronen
wordt verkregen wanneer gecoate haren worden be-
keken onder hoog-vacuiim. Ditiste wijten aande ver-
minderde verstrooiing van de elektronen in een
hoog-vacuiim omgeving. Dit beeld wordt echter op-
gebouwd uit elektronen die afkomstig zijn vanuit de
diepere lagen van het specimen, zodat de eigenlijke
oppervlaktestructuren minder duidelijk zijn dan bij
het gebruik van secundaire elektronen. Bij detectie
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van backscattered en secundaire elektronen in
hoog-vacuiim is coating van de haren noodzakelijk
gezien de verhoogde kans op opladingseffecten.

Biologische vochtrijke preparaten kunnen bijna
niet bekeken worden onder laag-vaculim zonder
voorafgaande fixatie, dehydratatie en coating. Dit
blijkt overduidelijk uit de beelden die bekomen wor-
den wanneer een niet-gefixeerd en niet-ontwaterd
stukje jejunum geobserveerd wordt. De darmvlokken
zijn dan groter en vertonen talrijke beschadigingen ter
hoogte van de toppen in vergelijking met de conventio-
nele HV-SEM-beelden. Wanneer de preparaten een
lichte fixatie ondergaan, kan de deformatie voorko-
men worden. Dit kan afgeleid worden uit het feit dat
darmplooien van het gefixeerde maar niet-ontwater-
de jejunumpreparaat gelijkaardige afmetingen heb-
ben als deze van het volledig gefixeerde en ontwaterde
specimen. De beschadigingen blijven echter bestaan
en zijn waarschijnlijk het gevolg van de dehydratatie
die optreedt in het laag-vaculim milieu. Bovendien
vertonen de bekomen beelden zeer weinig details,
zelfs bij kleinere vergrotingen.

Samenvattend kan geconcludeerd worden dat
niet-biologische specimens, zowel geleidend als
niet-geleidend, kunnen bekeken worden in een
laag-vaculim omgeving waarbij de verkregen beel-
den gelijkaardig zijn en in sommige gevallen zelfs
meer informatie verschaffen dan de beelden verkre-
gen bij hoog-vacuiim analyse. Biologische prepara-
ten daarentegen worden het best geobserveerd vol-
gens de conventionele HV-SEM-methode waarbij de
specimens voldoende gefixeerd, gedehydrateerd en
gecoat worden. Wanneer de stalen weinig vocht be-
vatten kan de snelle laag-vacuiim techniek aan-
gewend worden, maar deze beelden zijn minder-
waardig aan de conventionele HV-SEM-beelden.
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