
La microscopia
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Il microscopio ottico

• Diversi tipi
– Microscopio in campo chiaro
– Microscopio in campo oscuro
– Microscopio a contrasto di fase
– Microscopio a fluorescenza

• Tutti i moderni apparecchi sono 
microscopi composti:
– L’immagine è formata mediante 2 lenti



MICROSCOPIO OTTICO IN CAMPO CHIARO
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Rapporti dimensionali fra microrganismi

Cellula eucariotica 

Cellula 
procariotica 

Nucleo 
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Microscopio ottico
Microscopio elettronico

1mm = 0,001mm 
1nm = 0,000001mm 
1A   = 0,0000001 mm

Ingrandimento e risoluzione
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Lunghezza d’onda l

Luce visibile: l= 0,4-0,8 mm 
Elettroni: l= 0,004 mm La risoluzione è dunque una funzione della 

lunghezza d’onda della luce usata e 
costituisce una proprietà caratteristica 

dell’obiettivo, nota come apertura numerica. 
Il potere risolutore di un microscopio è maggiore 

quando per illuminare il campione viene 
usata luce nello spettro del blu  (400-450 

nm) e l’obiettivo ha una apertura 
numerica elevata

Potere di risoluzione

R=l/2

Capacità di una lente di separare o distinguere 
piccoli oggetti molto vicini fra loro

La lunghezza d’onda della luce utilizzata è il 
principale fattore di risoluzione

Lunghezza d’onda minore  risoluzione 
maggiore

Spettro visibile: 390-700 nm
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Limite di risoluzione

• Occhio umano: 0,2 mm 

• Microscopio ottico: 0,25 mm 

• Microscopio elettronico: 1 nm
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Microscopio ottico in campo chiaro

Occhio 
dell’osservatore

Lente oculare

Obiettivo

Condensatore

Campione

Fascio di luce

Fonte di 
illuminazione

• Produce un immagine scura su un fondo più brillante

• Possiede diverse lenti obiettivo

• Ingrandimento totale:  ingrandimento delle lenti oculari moltiplicato per 
quello delle lenti obiettivo
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Microscopio ottico in campo chiaro

Microrganismo pigmentato Celulle batteriche colorate (colorazione semplice)

Celulle batteriche colorate (colorazione diffrenziale) 9



Microscopio ottico in campo oscuro

• L’immagine è 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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Microscopio ottico in campo oscuro
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Cloroplasti a spirale 
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Microscopio ottico a contrasto di fase

• aumenta il contrasto tra le strutture intracellulari che hanno solo piccole differenze nell’indice di rifrazione
• metodo eccellente per l’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
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Immagini ottenute al microscopio e a contrasto di fase
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Microscopio ottico a fluorescenza
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Microscopio ottico a fluorescenza
• espone il campione a luce UV, violetta o blu
• i 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

In a) Coltura mista di Macrococcus luteus e Bacillus cereus. 
I batteri vivi hanno una fluorescenza verde quelli morti una fluorescenza rossa
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Microscopio ottico a fluorescenza

Fluorocromi più 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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Microscopio ottico a fluorescenza

19



Altri microscopi ottici….

• Microscopio a contrasto di fase 
interferenziale (polarizzatorore):

• Microscopio confocale a scansione 
laser

• Microscopio a forza atomica
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Microscopio a contrasto di fase 
interferenziale

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

Microfotografia del protozoo Amoeba proteus 21



microscopio confocale a scansione laser

•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 
microbica 
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Streptococcus mutans biofilm

Confocal image of 
a Streptococcus mutans biofilm 
shows a plan view (square) 
looking down on the biofilm and 
side views through the biofilm (left 
and below). The biofilm was 
composed of cell clusters 
separated by water channels. 
Structural heterogeneity can 
result in the creation of vastly 
different microenvironments within 
very small distances of only tens 
of microns (1 micron is 1 millionth 
of a meter).
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AFM: microscopio a forza atomica

Forze atomiche repulsive deboli

Immagini simili alla SEM

24



Microscopio elettronico
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• un fascio di elettroni sostituisce la radiazione
luminosa

• le lenti sono sostituite da elettromagneti

• il sistema opera in alto vuoto

• il potere risolutore del microscopio elettronico è
circa 1000 volte superiore a quello del microscopio
ottico:

infatti la lunghezza d’onda del raggio di elettroni è molto più corta di quella
della luce

Microscopo elettronico a trasmissione (TEM)

• 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 più dense nel campione disperdono più elettroni e appaiono più 
scure
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Preparazione del campione

• Per il microscopio elettronico a 
trasmissione si devono produrre 
fettine sottili del campione

• I campioni sono fissati chimicamente e 
colorati con materiali densi di 
elettroni

……Coloranti per la microscopia elettronica…..
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Altri metodi di preparazione

• 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 fragilità 
(es., membrane)



Ombreggiatura dei campioni per 
l’osservazione al TEM

Campioni ombreggiati con vapore metallico (metallo di uranio)
per l’osservazione al TEM. 
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freeze-etching

Nelle fasi (a) e (b) la cellula viene congelata  e spezzata con una lama molto fredda. (c ) il 
campione viene tenuto sotto vuoto spinto per pochi minuti in modo che parte del ghiaccio 
possa subliminare e lasciare allo scoperto più dettagli strutturali della cellula. (d) e (e) 
Infine, le superfici esposte vengono ombreggiate e ricoperte con strati di platino e carbonio 
in modo da ottenere una replica metallica della superficie.
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Un’applicazione della tecnica freeze-etching

Preparato del batterio Thiobacillus kabobis ottenuto con la tecnica freeze-etching
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1. il campione viene ricoperto da un sottile
strato di un metallo pesante come l’oro

2. gli elettroni dispersi dal metallo vengono
raccolti e utilizzati per produrre immagini su
schermo

3. si possono ottenere ingrandimenti che vanno
da 15X a oltre 100000X

4. si può visualizzare solo la superficie di un
oggetto

Microscopio elettronico a scansione (SEM)

….microfotografie elettroniche….
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Immagini di SEM
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Confronto tra il potere di risoluzione del mo e del me

A) Rhodospirillum rubrum osservato al microscopio a contrasto di fase
B) Sezione ultrasottile di Rhodospirillum rubrum  al TEM
C) Batteriofago della serie T al SEM 35



Microscopio elettronico
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Microscopio elettronico 
a trasmissione

Microscopio elettronico 
a scansione

Immagini di Microscopia elettronica
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reflection electron microscopy abbr., 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 Å.
Authors
•Veresov Alexander G.
•Saranin Alexander A.
Sources
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2.Oura K. et al. Surface Science: An Introduction // Springer, 2010 - 452 pp.
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Fotografia al microscopio elettronico a riflessione (REM) di Campylobacter

(www.microbiologiaitalia.it) 39


