La microscopia




Il microscopio ottico

* Diversi tipi
— Microscopio in campo chiaro
— Microscopio in campo oscuro
— Microscopio a contrasto di fase
— Microscopio a fluorescenza
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Ingrandimento e risoluzione
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Massimo
ingrandimento*

Utilizzazione

Vantaggi

Svantaggi

1500 X Osservazione preparati Di facile uso e poco costo-

Mancanza di contrasto

colorati. Conta microbica so; permette di distingue- Incapacita a visualizzare i
re i microrganismi dopo virus e alcuni batteri mol-
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Lente oculare

Obiettivo

- Campione

L

Fascio di luce

Condensatore

e
Fonte di
illuminazione

colorazione differenziale

to piccoli. La maggior
parte delle strutture deve
essere colorata per essere
osservabile. A seguito del-
le colorazioni si formano
artefatti







Massimo
ingrandimento*

Utilizzazione Vantaggi Svantaggi

1500 x  Osservazione di micror- Permette di osservare mi- Non ¢ possibile valutare

ganismi vivi, non colorati crorganismi viventi; noneé preparaticolorati. I parti-
e con strutture morfologi- richiesta colorazione per colari subcellulari non so-
che difficilmente visibili cui non compaiono arte- no facilmente individua-
in campo illuminato fatti bili

L’immagine € formata dalla luce riflessa o rifratta dal campione

Produce un’immagine brillante dell’'oggetto su un fondo scuro

— Negli eucarioti, usato per osservare le strutture interne

Nei procarioti, usato per identificare batteri come il Treponema pallidum, agente eziologico
della sifilide
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Massimo

ngrandimento® Utilizzazione Vantaggi Svantaggi

1500 x  Osservazione di micror- Permette 1’osservazione Non ¢ possibile valutare
ganismi vivi, non colorati di strutture intracellulari, preparaticolorati
edistruttureintracellulari evidenziandone 1 dettagli

* aumenta il contrasto tra le strutture intracellulari che hanno solo piccole differenze nell’indice di rifrazione

* metodo eccellente per 'osservazione di cellule viventi

— Particolarmente utile per la rivelazione di componenti batteriche come le endospore o i corpi
d’inclusione che hanno indice di rifrazione diverso da quello dell’acqua




Immagini ottenute al microscopio e a contrasto di fase




Osservazione a contrasto di fase

Un batterio Un lievito Una muffa
(Lb. saker) (S. cerevisiae) (G. candidurm)




Massimo

ingrandimento* Utilizzazione Vantaggi Svantaggi

1500 x Usato in molte procedure Permette unarapidaiden- Consente solo I’osserva-
diagnostiche, impiegando tificazione degli agenti in- zione di preparati natural-
reagenti fluorescenti, per fettivi mente fluorescenti o mar-
identificare 1 microrgani- cati con sostanze fluore-
smi e per svelare reazioni scenti -
immunologiche
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Microscopio ottico a fluorescenza

espone il campione a luce UV, violetta o blu
| campioni vengono generalmente colorati con fluorocromi

mostra un‘immagine brillante dell'oggetto derivata dalla luce
fluorescente emessa dal campione

Applicazioni in studi di microbiologia medica e di ecologia microbica




Fluorocromi piu usati:
FLUORESCEINA: massimo assorbimento a 490-495 nm ed emette luce giallo-verde
RODAMINA: massimo assorbimento 550 nm emette luce giallo-arancio
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Fluorescein-labeled antibody attached to Legionella bacilli
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Altri microscopi ottici....

* Microscopio a contrasto di fase
interferenziale (polarizzatorore):

* Microscopio confocale a scansione
laser




Microscopio a contrasto di fase
interferenziale

*Crea I'immagine rilevando differenze nell'indice di rifrazione e nello spessore delle diverse parti
del campione
*Metodo eccellente per I'osservazione di cellule viventi che appaiono brillanti e tridimensionali

© M. Abbey/Visuals Unlimited




microscopio confocale a scansione laser

Schematic diagram Light CSLM composite CSLM 3-D
of CSLM planes microscopy of all sections reconstruction
A

x-z plane C

F

Z cross-section

Z cross-section

J

CSLM: Three different views CSLM 3-D reconstruction of P, a. biofilm

*il raggio laser viene usato per illuminare un gran numero di piani del campione

«il computer compila le immagini create da ogni punto per generare un’immagine tridimensionale

*molto usato per osservare i biofilm o altri campioni ad elevato spessore e negli studi di ecologia 27

microbica
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AFM: microscopio a forza atomica

(b)
From Simon Scheuring (Scheuring 5., Ringler P., Borgnia M., Stahlberg H., Miiller D.J., Agre P., Engel A., “High resclution
AFM topographs of the Escherichia coli water channel aquaporin,” Z. EMBO J. 1999, 18:4981-4947)
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s st

olutore del microscopio elettronico
Ite superiore a quello del microscopi

nda del raggio di elettroni € molto piu corta di quella-mmagine:

gli elettroni si disperdono quando passano attraverso la sottile sezione di
un campione

gli elettroni trasmessi (quelli che non si sono dispersi) sono usati per
produrre l'immagine

le regioni piu dense nel campione disperdono pit elettroni e appaiono pit
scure

26



Preparazione del campione

* Per il microscopio elettronico a
tfrasmissione si devono produrre
fettine sottili del campione

» T campioni sono fissati chimicamente e
colorati con materiali densi di
elettroni




» ombreggiatura

- rivestimento del campione con un film
sottile di un metallo pesante (platino,

uranio)

+ freeze-etching

- il congelamento del campione produce
fratture lungo linee di maggiore fragilita
(es., membrane)




Ombreggiatura dei campioni per
l'osservazione al TEM

(a) P. mirabilis (b) T4 coliphage

© Fred Hossler/Visuals Unlimited




reeze-etching
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Un'applicazione della tecnica freeze-etching

mnuyni E.J. Laishley, University of Caigary




viene ricoperto
metallo pesante come l'oro

i dispersi dal metallo vengono

ilizzati per produrre immagini su

ttenere ingrandimenti che vanno
e 100000X

lizzare solo la superficie di un

ttroni U Fonte di elettron

or Condensator
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Immagini di SEM

Periplasmic
flagelia

(b} Cristispira
© David M. Philipa/Photo Researchers, Inc.
@ Paul W. Johnson/Biological Photo Service




Tabella 2.3

Confronto tra le caratteristiche del microscopio ottico e del microscopio elettronico

Caratteristica

Microscopio ottico

Microscopio elettronico

Massimo ingrandimento utile
Migliore risoluzione®

Fonte della radiazione
Mezzo di propagazione

Tipo delle lenti

Fonte del contrasto
Meccanismo di messa a fuoco
Metodo di regolazione

dell’ingrandimento
Supporto del campione

Circa 1000—1500
0,2 pm

Luce visibile
Arin
Lent di vetro

Assorbimento differenziale

della luce

Aggiustamento meccanico
della posiziene delle lenti

Cambio di obiettivo o di
oculare

Vetrino portaoggetti

Oltre 100 000

0.5 nm

Fascio di elettroni

Alto vuoto

Lenti elettromagnetiche
Dispersione degli elettroni

Aggiustamento della corrente
alle lenti magnetiche

Regolazione della corrente

alle lenti magnetiche
Griglia metallica (di solito di rame)

*11 limite di risoluzions dell’occhio umano & di 0,2 mm circa.




Confronto tra il potere di risoluzione del mo e del me
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. ;. y Massimo
Tipo di microscopio

ingrandimento*®

Utilizzazione

Vantaggi

Svantaggi

Elettronico:
a trasmissione (TEM)

Elettronico: 300.000 x

a scansione (SEM)

1.000.000 x Osservazione dell’ultra-

struttura dei microrgani-
smi, virus compresi. Dia-
gnosi di malattie virali.
Osservazione di macro-
molecole

Osservazioni dettagliate
delle strutture superficiali
dei microrganismi: pro-
duce immagini tridimen-
sionali

Permette 1’osservazione

di microrganismi e strut-
ture invisibili al microsco-
pio ottico

LD

Visione tridimensionale
molto realistica. Permette
agevolmente di variare
I’ingrandimento del cam-
pione da 1 a 40.000 X

Molto costoso. Consente
I’osservazione solo di mi-
crorganismi uccisi, fissa-
ti, disidradati e “colora-
ti”: tali procedure favori-
scono gli artefatti. I pre-
parati non devono supe-
rare 1 50-200 nm di spes-
sore

Molto costoso. Consente
di osservare solo strutture
di superficie. L’ingrandi-
mento massimo ¢ inferio-
re a quello del microsco-
pio elettronico a trasmis-
sione




Microscopio elettronico Microscopio elettronico
a trasmissione a scansione




reflection electron microscopy @bbr., REM

a branch of microscopy that uses scattered high-energy electrons falling on a surface at glancing
angles to generate an image of the surface.

Description

If a specimen is placed in an ultra-high vacuum environment, reflection microscopy can be used
to observe processes occurring on the specimen’s surface. This technique enables one to observe
atomic phases and regions of different reconstruction with the help of diffractive contrast.

Elastically scattered electrons form a diffraction pattern on the rear focal plane of an objective
lens, where one or more diffraction reflections are eliminated by an aperture diaphragm. A
magnified image is projected on the screen of the microscope.

One of the reflection electron microscope’s characteristic features, namely the difference in
magnification in various directions along the specimen’s plane, is due to the tilt of the specimen in
relation to the microscope’s optical axis.

Hence, this type of microscope usually has two magnification characteristics: magnification in the
electron beam incidence plane and magnification in the plane perpendicular to the incidence
plane.

As a result of this perspective imaging, only the central part of the image is in focus, while the
upper and lower parts of the image are excessively and inadequately focused, respectively.
Another effect of perspective image is a lower resolution along the direction of the electron beam.

Reflection electron microscopes have demonstrated resolutions of approximately 100 A.

Authors

eVeresov Alexander G.

eSaranin Alexander A.

Sources

1.Handbook of microscopy for nanotechnology / Ed. by Nan Yao, Zhong LinWang. — Kluwer Academic Publishers, 2005. — 731 p.
2.0ura K. et al. Surface Science: An Introduction // Springer, 2010 - 452 pp.







