


In questa lezione

* Le dimensioni dei microrganismi
| primi microscopi
* Microscopia ottica
* [n campo chiaro
= [n campo scuro
= A contrasto di fase
*= Ad epifluorescenza
= Microscopia laser a scansione confocale

* Microscopia elettronica
= Microscopi elettronici a trasmissione
* Microscopi elettronici a scansione
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0,2-600 um (1-5 um)
/& Il materiale nucleare dei batteri &
disperso nella cellula e non & visibile
Q L 20 al microscopio ottico.

Bacillus megaterium Escherichia coli

(B) Eucarioti 2-1000 pm (20-50 um)

Il materiale nucleare &
circondato da una membrana
e forma un nucleo visibile
chiaramente.

Ameba Saccf;grom yCces thamydomonas
cerevisiae nivalis
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Le cellule piu grandi

Il procariote Thiomargarita Caulerpa taxifolia, un’alga
namibiensis cenocitica




| microrganismi ad occhio nudo

Anche se le cellule dei microrganismi
sono Iin genere invisibili ad occhio nudo
(<0,2 mm) le manifestazioni della loro
crescita su substrato solido o liquido
possono consentire di distinguerli in
grandi gruppi o valutarne alcune proprieta
(produzione di pigmenti, produzione di
esopolisaccaridi, rapporti con I'ossigeno)









| microrganismi ad occhi nudo:
crescita in substrati liquidi
















| microrganismi ad occhi nudo: crescita
su substrati solidi (piastre Petri)
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| microrganismi ad occhi nudo: crescita
su substrati solidi (piastre Petri)
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| microrganismi al microscopio

Le cellule dei microrganismi e, soprattutto, le loro
strutture cellulari sono troppo piccole per essere
distinte ad occhio nudo. Cio non dipende solo
dalle dimensioni delle cellule (cellule eucariote
10-100 um, cellule procariote 1-5 um) ma anche
dal potere di risoluzione (capacita di vedere due
oggetti come distinti). L'occhio umano, nelle
migliori condizioni ha un potere di risoluzione di 0,2
mm. Un altro aspetto importante e il contrasto
dell'oggetto da visualizzare: la maggior parte delle
cellule sono trasparenti.
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Uso di colorazioni per migliorare
Il contrasto dei preparati

Utilizzando diverse classi di coloranti e possibile
migliorare il contrasto delle immagini al microscopio. Si
possono distinguere:

a.Coloranti vitali: le cellule possono essere colorate
senza fissazione e sono quindi solo minimamente
alterate dal trattamento; oggi vengono utilizzati colorantsi

fluorescenti per colorare selettivamente specie diverse o
strutture cellulari diverse

b.Coloranti che richiedono fissazione: le cellule
devono essere disidratate prima della colorazione, con

possibile alterazione delle strutture cellulari e della forma
delle cellule.
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FIGURA 2.4 Colorazione delle cellule per I'osservazione al microsco-
pio oftico.

Disporre la coltura a strato softile sul
vetrino l

Passare il vetrino alla fiamma per fis-

sare 1

%
Ricoprire il vetiino con abbondante
colorante, risciacquare e asciugare

1

? 100X
Slide oil

Porre una goccia d'olio su vetrino,

esaminare con obietftivo 100x

Fase 1 ;
Ricoprire lo striscio fissato. al
calore con abbondante cnslak

_ violetto per 1 minuto
Tutte le cellule viola

Fase 2

Aggiungere soluzione |odc|la
per 3 minuti

Tutte le cellule rimangono viola:

Fase 3

Decolorare con alcool breve:
mente - circa 20 secondi

le cellule Gram-positive sono

viola, le cellule Gram-negative
sono incolori

Fase 4

Controcolorare con safranina

per 1-2 minuti

le cellule Gram-positive song;:.
viola, le cellule Gram-negative

SONO rosse










La colorazione delle capsule

Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus:

Capsule colorate con
colorazione negativa
1000x, campo chiaro
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| primissimi microscopi: microscopio
composto, Robert Hooke, 1664

(b)
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Magnification ATy Visualized
100x, 400x, A\ ‘ 2 inl'\:gel

Eye

Eyepiece
(ocular) lens
Intermediate image

(inverted from that
of the specimen)

10x,40x,or ¢ L __>—— Objective lens
100x (oil) “="——— Specimen

Condenser lens

Field diaphragm
["nght" in (a)]




(" Due punti dell’oggetto non | due punti appaiono | due punti sono visibili )
possono essere distinti I'uno come dischi sovrapposti, come entita separate;
dall'altro; non € possibile per cui & possibile risolvere| | la loro risoluzione
pertanto risolvere questi punti. ) |solo parzialmente. € completa.




Potere risolutore o risoluzione

d=A/nsin®

Nell‘immersiqne non Nella immersiqne omogenea, )
d: potere di risoluzione e lE
A: lunghezza d’'onda della oo o] (noomenoddarezone )
radiazione utilizzata ti.”;ﬁwo /4 /
n indice di rifrazione del mezzo t‘é?;ﬁwo

attraversato dalla luce l\v
@ angolo di apertura \WA/ S A
apertura numerica (angolo con = /\ﬂ%i\

T\ Posizione del cqmplone

cui la luce entra nell’'obiettivo) s Sorgeme
. . luminosa luminosa
(N.A.)=nsinB (in genere <1,4)

L'immersione in olio aumenta il potere
Piu basso € d, tanto maggiore & di risoluzione perché aumenta l'indice

il potere di risoluzione. di rifrazione e consente
I'avvicinamento del campione alla

lente (aumento dell’'apertura ar;golare)
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Angolo 6

Lente
dell'obiettivo

Sorgente
luminosa
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Air n=1.00

Qil n=1.515
Cover Glass

Microscope
Slide




La risoluzione di un microscopio ottico e
determinata da:

 lunghezza d'onda della luce utilizzata,
» dall'indice di rifrazione del mezzo di sospensione

» dalla distanza dell'obiettivo dal campione, che
determina I'apertura angolare della lente
dell’'obiettivo

Per ottenere la massima risoluzione:
 bassa lunghezza d’'onda

* mezzo di sospensione del campione a elevato
indice di rifrazione

 elevata apertura angolare



B. Biavati, C. Sorlini

Immagine sulla retina

Occhio umano
Cristallino

} Lenti dell’oculare

Immagine del campione

Lenti dell’obiettivo

Campione

Lenti del condensatore

Sorgente luminosa
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L'assenvatore mette a uoco 1'ogasetto

A regolandio |2 distanza #a 1a lente
cel'oculare e quela del'cbisttivo
intanto che non si forma
un'immagne nitida.

= " 2

L'occhio percepisce V
mmagne virtuake Na daframma oculare .
rgrandta mp“etto a Lente &l micrascopio & farma Lente Retina
rede. ouet:h'o una immaging reake. ocu:are
'l" j .||| v 'I. ‘ 'l|'

immagne Campione o mmagne I

m‘e fwe |

- f _____ - - >

: \ | f ,-"'-'—' '. | Lenti

| bt \ |/ ddrecenio
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| microscopi ottici: un moderno
microscopio da ricerca
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Microscopi ottici da esercitazione
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Anatomia di un microscopio

fotocamera o

telecamera
oculari
revolver con
obiettivi
stativo
tavolino
fonte di traslatore
illuminazione
condensatore

vite macrometrica e

: 3 diaframma di
micrometrica

campo
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Condensatore: munito di un ulteriore
diaframma ad iride (diaframma di
apertura) che permette di mettere a
fuoco il fascio di luce sul preparato o
di variare fase e ampiezza del fascio
di luce (contrasto di fase e campo
osturo)

Anatomia di un microscopio

Diaframma di campo
con il sistema ad iride:
permette di regolare
I'ampiezza del fascio di
luce che arriva al
condensatore; prima di
guesto sistema € in
genere inserito un banco
di filtri che permette di
cambiare il colore della
luce bianca proveniente
dalla fonte luminosa
(lampada alogena (che
produce una luce

bianca.
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Anatomia di un microscopio
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Osservazione a contrasto di fase

Gli oggetti visti in campo chiaro

Phase Contrast Microscope Configuration hanno poco contrasto; per migliorare
______ image ™ I_e immagini e po§§ib?le sf_rujctare_ le
A i ;—ggg;g:g lievi differenze di indice di rifrazione
Direct Light del materiale da osservare rispetto al
ot L g " light mezzo circostante applicando nel
M'i‘°3°°pe condensatore delle variazioni di
s | fase alla luce che raggiunge il
O preparato e applicando variazioni
- '??Sﬁf opposte nell’obiettivo: i raggi
s | @ luminosi che sono stati modificati
| saranno soggetti a fenomeni di
Figure 1 Cannunss

interferenza creeranno contrasti fra
chiari e scuri

http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/images/phasemicroscopyfigure1.jpg
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Osservazione in campo Scuro

Cardioid Darkfield Condenser

— Light to
P Eyepieces

High
Numerical
Aperture —
Objective
J Iris
. - Diaphragm
Oblique 1,
Hollow |
Light
C(?ne\ Specimen
-~ Slide
| = Cardioid
Concave jg® \ Condenser
Mirror ‘L}
Convex
» Mirror
&—/ — Opaque
Light
Light —— Stop
From

Source
Figure 1

Un particolare tipo di condensatore
nell’'osservazione in campo scuro
consente di deviare i fasci di luce in
modo che le lenti frontali
dell'obiettivo siano attraversati
soltanto dai raggi di luce diffratti o
diffusi dal preparato.

Gli oggetti appariranno chiari su
uno sfondo scuro.

In questo modo e possibile
osservare oggetti anche al di sotto
del potere di risoluzione del
microscopio ottico, come fasci di
flagelli

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/images/darkfield/cardioid.jpg
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Microscopia ad
epifluorescenza

N Digital
S Camera
W =—Systems

Epi-Fluorescence

Microscope )

. Epi-Fluorescence
Lamphouse

Observation
Tubes

Eyepiece £
Filter —= 8

Turret
uv Shield-’

}H\’":_ Microscope
A Contro

T'E‘m sten-
i Collector alogen
Figwe:1 Lens Lamphouse

?w*"" %* v ,ﬁ

T Ry

.." 3 ‘:. \’!, - L
'#-”ﬂf@;ﬁi; o =
v (1 % 0

Alcuni coloranti utilizzati sono
fluorescenti: se illuminati con
una luce a bassa lunghezza
d’onda rimandano una quantita
di luce di lunghezza d’'onda
maggiore (cioé sono
fluorescenti). 46



Occhio

Lenti dell’oculare

Filtro di Filtro barriera
eccitazione

Luce di

eccitazione q —
Specchio dicroico
q
=

Lenti dell’obiettivo
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Immagini in fluorescenza

Fluorescent in-situ hybridization
(FISH): specie diverse sono colorate

Batteri vivi (verdi) e morti (rossi) con diversi fluorocromi

s

>
o
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Microscopia a scansione laser
confocale
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Sistema di rilevamento
fotomoltiplicatore (detector)

Disco forato (pinhole)
Filtro barriera

Specchio
dicromatico

=

Disco forato (pinhole)

a fuoco

Piani di messa
del campione
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agine intermedia 'i!

Lente projettore /| |
£
Ratima dallccchio

o lastra fotogralica

(B) Microscopio eettronico
a trasmissiona (TEM)

Cannone eettronico

Lents
gettromagnate
candansatora

Campione

Lente
elettromagnete
ke

Immagine ntermedia

elettromagnete
Scharmo

per I'ossarvazions

0 lastra fotografica

secondario
O elettroni

catodici
per I''mmagine




Microscopi elettronici

 Possegono una elevata risoluzione in
quanto utilizzano gli elettroni come
fonte di illuminazione.

» A causa della bassa lunghezza d’'onda
del fascio di elettroni si raggiungono
ingrandimenti di 100 milioni di volte,
consentendo l'osservazione di strutture
e dettagli non distinguibile con |l
microscopio ottico.
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Microscopio ottico ed
elettronico

» sono dotati di una sorgente luminosa
lente condensatore e lente obiettivo.

= Nel TEM (Microscopio elettronico a
trasmissione) e necessaria una lente
proiettore.

* Nel SEM (Microscopio elettronico a
scansione) 'immagine del campione viene
osservata in un tubo a raggi catdici.
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Sorgente virtuale

Prima lente del condensatore

——1 Apertura condensatore
Seconda lente del condensatore

————1 Apertura obiettivo

Sistema di correzione dell’inclinazione
e della rotazione dell'immagine (scan coils)

Lenti dell’obiettivo

B. Biavati, C. Sorlini Microbiologia generale e agraria Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana




Sorgente virtuale

Prima lente del condensatore

Seconda lente del condensatore

o Apertura condensatore

& .
== ] Campione

Lenti dell’obiettivo

[ Apertura obiettivo
—— Apertura area selettore

Prima lente intermedia

Seconda lente intermedia

Lenti del proiettore

Schermo principale (fosforo)

B. Biavati, C. Sorlini Microbiologia generale e agraria Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana




e

Risoluzione nel microscopio ottico ed
elettronico

(Questo batterio, come numerosi procarioti, |
possiede le fimbrie che sono brevi appendici ‘
di materiale proteinaceo. Le fimbrie di questa|
specie sono troppo piccole per essere ‘

\ osservate al microscopio ottico.

* Le due immagini hanno
lo stesso ingrandimento
ma risoluzioni
significativamente
diverse

e Con un’accellerazione
di 60 kV' la lunghezza
d’onda del fascio di

(A)

» N

| | elettroni e 0,005 nm e
g ///A i consente di ottenere
‘\*& A una risoluzione di 0,2
| nm
// (‘\ =
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