
48. 6. BABUDIERI e D. STEVE-BOCCIARELLI. - La tecnica delle repliche 
applicata all'osservazione di oggetti biologici con i l  micro- 
scopio elettronico. 



Zusammenfassung. - I)ie .\nwendung das Abdruck-Verfahrens bei 
der I'ntcrsiichung \-on Xlikro-0rgani.imr.n niittrls iles Elektroncn-Mikro- 
skops wurde gepriift. Dieses Vcrfalir.cn hat den Vorteil, iiass die Nor- 
phologie des Objekts so ~iriter.;uclit \verden kann \vie sie in frischeni 
Zustnnd crscheint. Hierdurch rverden alle IrrtumsmOglichkeiten vrrmie- 
&n, die durch 11as fur die B~ohachtuiig iiiit dcni Elektronen->fikroskop 
erfoi.derliche Austrocknen und rlas diimit vwhundenc Einschrumpfrn den 
Objekts gegeben sind. Es t\-ird ein strengw Vergleich zwischeri drin 
von der Abdruck gegebencn Hild iintl dein Iìild rlrs zu untorsuchendrn 
Objekts ilngestellt und zwar so\vohl fiir undrforniierhare Objekte \vie 
auch f u i  den Fall biologischar Objilkte. &e nianchniitl starker Deforniii- 
tiori unterworfen sind. 

Die gezrigten Plicitogr~phicn zeigcn rlic Richtigki:it drs (;i:sngtrtri. 
Die iiiit deiu Elektroneii-klikrosk~jp gemai+iten .\ufnahinrn zeigen i n  
dern deselben Ilild ilas grtroiknistrs Objekt iiiid rcinen .\bdrii<:k. 

N~:ll'interpn!ta~iiinr di inirnagini ossr.rval.e $1 niicioscopio ~.lettro- 
nico occorre tener conto di svariati fat,tori che coiit~rhuiscono a iiiodihcare 
e ad alterare la inorfologia riell'ogget,to in rsame. 

In particolar iiro~lo, qualora si tratti drll'osservnaii>ne di materiale 
organico, si incontra una iniportantc causa di alterazione morfologica 
nel processo di disidrittazione n cui l 'oggett~~ va necessariamente sotto- 
posto, a causa della sua inirnissiiiiie riell'nmbiente di alto vuoto, costi- 
tuito dal corpo del microscopio. 

L'importanza di tali riiodificnziirni 6 fntilrnente rnniprensibile quando 
si consideri che ad esempio i corpi hatterici hanno un contenuto di acqua 
sull'XO%. 

I danni che I'rssiccitin~:rito provoca. prr quanto iniluhhia~nei~te ~:oii- 
siderevoli, non debbono p~-rii vssen? sopravillntati. Infatti anche iit:lla 
coniune tecnica istologiai iii possono rseguire ossei\-azioni iiinlto ileli- 
~ x t ?  t! precise su iii;iteriiile seiii~~lictwiente i~ssiccato dl 'aria. I I I I  nel 
~.iiso iltyli strisci i l i  saiignc. N ~ l l i i  iiiicvi~sropia r!l~.t,!~oiiirm tuttavia I'ttssic- 
ixiiicnto. in crinseguriizn :ilqmnto clrll'nlto v u ~ ~ t o .  è spinto iid un grado 
n t v l n i ~ n t  siiperiore I! l ~li+~rm~tziniii ~ i l l ~ t t ~  dhhnnc  i w ~ ~ e  
n s i i e r t  ~lotcvri ln~ent~ ~ a g i ~ r i .  l ~ ~ n l t r ~ !  si deve trnrr conto di.lla 
<.iri+~slanza che rirgli strisri i l i  sarigiic li, i:i~lliilc. briir ;iilt:rt~nti al vvtrii 
sottostnnte, non r i u c n o  f~r t i~ i i i~~r i t t~  i l  loro diarii~tio duinnti. i l  11i.o- 
~ w s o  ~lrll't~ssicc;iiiierito; gli ilggt\tti iiivwr ~~repnriiti  per I'nsserviuione 





















l'i?. 1 7 .  - K1. i.hi>ioiciiiiwnd.~ (i8.000 1. Gcrnii piovani r repliche. 



Fig. 19 .  - S. rvphosn (18.000 ). Coltura vecchia 

F i f .  m. - S. r.vphoro (18.002 ). Colrura vecchia, forme diafane 



pe l l i i i n la  che s i  poi )  i l is taccarr  ilnlln i u p c r f i i i c  e c h r .  o i i i b ra ta  cori  cro inn.  
vit:iw ~ ~ s s n r v a t a  a1 in. e. 

In  <%si for t i i i i : i t i  ; i lc i i r i i  g i . r i i i i  r t i  ~ I r n t i  :il l i l r i i .  III:I II<>IUI 
i%irrsoiie ilist,accnt,i i11 parte.  c i > i ~ ~ p : i i . ~ i i i l ~ i  i:iisi : i l l ' < ~ s i ~ r v : i z i i i i i r  ;il i n  i , .  

i i n  l p r o p r i :  ~ I I I I I : I  i .  : ,  t,  i .  hi. i e i i i l i ~ r e  i:ii,ilr il ~ i r i ~ c e i l i  
I I I ~  i v  n : s ~ t  I i ;  su l  port:i f+y.tti <Ii,I rii. i , .  

w i i v i i ~ n e :  p r i n i a  di i l i s t i i c c i i r ~ ~  la p i ~ l l i i ~ i l : ~  3trssn ilnl vv t r i i i o .  i n i ~ i d i : ~ ~ I : ~  
c81n ~ i n n  11unta so t t , i l i~  t l ~ ~ I i ~ i ~ ~ : i i i ~ l ~ ~  <;osi t a n t i  ~ ~ i i : i ~ I r ~ i l i ~ i i  ICIII~. : i l I ' : ~ l t o  gl,*l- 
l i i i i i i~ i : rs io i i r  de l  ve t r i no  IIIIIIII~ si . t : i i i~ ino  i l a  q i i cs t i i  v ~III~~II~II~I 
s ing~~ l : i i . i i i e i~ te  su l l n  s i i lw r l i v i t ~ .  Pi.ini:i i1~:11'~issi~rv:izii1ni~ ;il in. t.. l:# WIII~<~:I 
drv i :  e w r e  on ih rn tn  IIVI III,NIII i i s i i a l ~ .  

1.6: i r n i i i i ~ g i i i i  ~ l c l l i ~  i.i*plii.hr i rhr  icosi s i  t ~ ~ s i ~ i ' v ~ r i i i ~  ;il iii. t*. i t i i i i i  i i i i I i.- 



vn11111~nt,r d i \ ~ f ~ s i ,  t, p r t ~ i s i i ~ ~ i ~ r i t + ~  d i  i l in iv i is i imi ir inlto maggior i  d i  qi iel lc 
dtsi gwr i i i  osservati a l  n).  t , .  n I~IJIII a 1 i 1 1 1 i i  Pvr rendwc i  conto delli, 
i n n i  che. p rod i i r o i i i ~  i ino d iw rs i t h  (,osi r ~ v i d ~ r i t ~ c  o c i w i w i t  t ~s t?g i i i r ~~  
ii<*lli3 r i r e r ch i~  di corilrnll(t p ~ r  slr i l~ i l i r f ,  il r~o i i i p~w ln in rn t r i  sia dc i  per i i i i  
sin ilrllii wpIi i ,a dur i i n t~ .  i t r i i t t a i i i ~ ~ n t i  r i c h i ~ ~ s t i  i la l l i i  i ~ s i ~ ~ c i ~ z i n i i i ~  del 
rrictodo. 

Una pr ir i i i i  ipotcsi p n t i w  i3ssrri. q i i r l la  chr  a l  r i iomcnto de,ll;i i3si.c~i- 
zinnr, d d l n  rcplir ir i p r n i  r r ~n t r n r ss r r o  nncnrn i inn r l i s r r r t ;~  qi i i int i l i i  
ii'n<:qiiii e r hv  qu i i i i i i  I t ,  d i i i i ~~ns i r i n i  r iw l ; i t i ~  dall i i  r~, l i l ic i i  fossrro srnsi-  
hilnienti, vicinc a qiirllt. d r l  gtwii~. ;i f r i w o :  I 'a l t r i i  invece c h t ~  lii p t ~ l l i ~  
cola di cc l l i i l i~sa :I conlnt f i>  drl l 'arqu;r s i  di~fni.iii;ics~~ a l l a rpndos i  mag- 
giorriiixnt,r in c o i r i s l ~ r ~ i i d r n z i  d i ~ l l ' i n i p r i ~ n t n  dove la pr l l icoln P pii1 soltili, : 
in t a l  caso I ' i r n i i i ag i r i ~~  d:il:i i I : r l l i ~  i i%pl ini i  s w r h h  n r r ~ ~ s s : i i i ; ~ i i i ~ ~ n t ~  n i o l l < ~  
rliversn da qiiel l i i  n r ig ina l r .  

I'ci c«ntrollai.r q i i i ~ s t ~ .  i1,otwi vrn nrri,ss:rri(~ sp i r r i i i i~~r i t , i i~r  sii ngzt.lli 
di dirnensiniii t a l i  &I I ~ r i t r i  rsseri. apevo l i i i t~n t i~  ossr iv i i l i  r ni is i i r i i t i  a l  
microscopio ott,ico. Siaii i i i  r icorsi p m c i i ~  n una sosy~ensioiiii di er i iazi i~ (li 
luccrtoln. fìssatv oon acido osrniro. Qiirst? sono slatr  asse\-ate mii il iiii- 
croscopin ott ico su vetrino. sia i* f r ~ w x i  f f i p .  61. sin in i i i i rd ia tan i~mte dopo 
waporszior i r  dr~l l 'acqi ia frinì. rii.lli, rnr i ( l iz ioni  in cui  vcngono nscgi i i t i~ 
le  repliche - fig. 7 .  siii d i  r~ssi<:c:iiiientn ~ r l u n g t  (li; 8).  4 1 i ~  
hianio così coiist,ntatit c l i t  i n  sogiiitii a l l ' < ~ s s i ~ ~ i i i i ~ ~ i i t i ~  si liil uriii i i i i t i ~ \ - n l ~ ~  
rptrazionr dr:ll'rninziir icirni i  I!+ di.1 i l i i i r i i r t ro  tra*\-wsin). r t~ i i~ i i z ionc  chi '  
F maggiore qiiando I'PSS~~I:HIIICII~(~ vit.ni. ~ w n l i i n p i t ~ ~ .  (:h,, tii l,, ~ ~ e t r x i i ~ i n i ~  
sin dovuta nl l i i  y)erdiiti d'ncqii i i  i. d i i i i i ~ s t r i i t ~ ~  ditl iettcb cliv i.id;iiith~ a lh  
emazir essiccalv d r l l ' n ~ ~ q u ; ~ .  I,S.+, i~iliri~iiiliiii~~ 11. ~ l i n i i ~ n s i ~ i i i i  r l w  i i v r v i i i i i ~  
a Erescii ( f i ~  9). 

Se, siihiti, dolio I ' rva lmrnz ion i .  11, i.iiiiizit, r imi ,  r icw~pert~. dalla soll i- 
aioric, di nitroc.rllulosii che sri.\-i, ;i cnst i t i i iw la  replica. essi, i i l i rer idonc 
siniilnlentc. l e  d i i i l ~ n s i n i i i  ~ i r i g i r i i i ~ i  ( f i g .  401. E' qliintli d:i r i ic l i iTs i  c h i  
I'irnrnagirie dati) 1l:i11;1 rvplica ?in qiii.ll;i riti, ~iiìi si  ar.rost;i a l l ' i n i i i i i ~ p i n ~ ~  
d1.1 sogpf.tlo a frrscn. 

Pcr control larr  l a  seuoiid;~ i t s i  i~cci>rr~.\.;i poti-i. dislniwr,, d i  iiii 
ngprt to no l i  de f i~ r r i i ab i l t~ :  :I qiic*sIii sropi> ahhiaii io E:rttc~ dcll<, iepl ic l ie d i  
u n  rot icnl i i  i n c i s~ ,  sii i i i ia cellul;i di - Z s  fotografiindir p i i 1  rt.- 

p l i rhe.  fati(, i n  t e r i i j ~ i  d ivr rs i ,  d i  i inn st.i:ssa rcp ior i i  d r l  r c t i c r h .  LI, 
i igp. 11 c 12 i i iostnl i in i ispi~t l iv; i i i i i~nf i .  I 'nriginnlr. iinir (li qiirslt. iqili- 
che. Dal confronto dellc fot~ipraf ic r is i i l t :~   chi^ I ' i n ~ i i ~ a p i ~ i i ~  doll i i  r c p l i ~ x  
non  h a  in nessun modo di i i i rnsi i ,n i  inapgio i i  dr'll'origiiinli.. 

L'ri'altrti prova i. s t ~ t i t  esi.giiit;% i i t i l izinnti<b iin;i sosprnsinnt~ d i  
Cox id la  h u r n ~ t i i .  per i i i r  d i  i l i i i i<!nsi i~i i i  ~ , i i i t t w t o  i in i fnrr i i i  I. poco retr i i t .  



t i le per r l fe t to  tlell'essiccaiiiento. l : i~i i i t .  s i  \i+ i lai la l i&. l:) nella qirnlv 

accanto a varie repliche si v<.~loiio i i i ~ ~ l t i  (.lpnienti ori:iiiali. l? i l i i iw i i -  

s ioni  delle impronte noti d i f f i ~ i ~ i s co i i ~ i  ; ~~ i i s i h i l i i i t ~ i i t i ~  IIR i ~ i i ~ ~ 1 1 1 ~  delle 
Coxielle. 

L o  strssn r is i i l tnto ; thh i i~r r i<~ <ltli*riiitrr <IN i~ rp l i c l i r  (li lihw coliiigciie. 

&menti  ; i n c l i ~  rliiesti siarsnni~.nte defornii ihi l i .  k l l a  fiiti,:rnliii I'& .;i 
p i i i l  confr,iritnrv I ' i i i imag i i i t~  11i.111~ lihris mii i~iirl l i~ iIv11ii r p i  r v I ; i~  

t iva (*) 
Ci~nc lu i l ia i i io  da qn~.sli. p r i i v r  ~ I i e  I ' i i i i i i i ag in i~  dc l l :~  r rp l ica si w r o -  

sta notevolmrnte a l l ' i ~ i i ~ r i ap i i i r  rci i lc dell ' iyget,to nrin ilisiill.at;ito. I n  

~ l n t r r r n i na t i  casi perh. .;p&<. n + ~ l l ' t ~ s < ~ ~ ~ i i z i ~ i n r  di r iyd ic l i r  d i  r~ggrt t , i  ili 
dirncnsioni cospicue pui, nc in i l i~ re  chi. In i i i ~ i i i b i : i nn  della r rp l icn.  ~ P W  

I r i ~ p p o  s~~ t t i l i .  i n  r o i r i s p o n d ~ i i i a  iI i4la piii,te pi ì i  p r i~ r i i i r i~~n tc .  r l f~l l ' i~ggi.tto. 

s i  rompa: i n  qii~>st.o caso I ' irni i tngirir <Int;i <I:tl l i i  r i rp l im risi i l ta i.\irlrntt>- 

niente ~leforiii:it:t t l igg. !i. 1 %  

D ~ l l r  ~issrrvi tz ioni  fritti. r i r i~ i l i t i i i t t~  il i i i c to~ lo  sfipra r lpwr i t to  sii gc i in i  

il! vario t ipo v i  r is i i l ta qi iontn w p i c :  

I )  L a  rctrit%ione del germe per tdfetto dell'essicc«inrrrto i. m n s i -  
i l r revo l r .  tiilr &I ii iodilìenrr in n ia i i i r ra  i i in l to  i i ~ i t nvo l r  Ir i l in icnsinni  i lel 
p i r i ne ;  essit perì) wwia ;t sccoiida che il gtrrnin i lsscwato sia t ra t to  da 
colt i i re d i  rrccntc allestimento o da c n l t n r ~  vecchie. Nel p r i i no  caso. 
qnan11n il germe presenta n I I ~ I I I I I  opacitii ni raggi t4dt r1~nic , i  
jIO stnilio #li R ~ J S K A  r I'IEK~II~KI f 2 .  il pl in ie s ~ n i h r a  r id i i r rc  il SU<I diil- 
i i i r t r o  trasvrrso fino a1 50y, I,  oltrc i l i g ~ .  :I. 4. 16 14): nel sr~:ondo c:tso 
qi iani lo il p r m e  s i  pres+:iita trnspiirr-liti: a i  r n w ~ i  i!listtr«niri I ,  rioii l i n  

\ 
iin ospotto oniogenno ( I l 0  i. 111" <Inil io d i  RTJSKA I ,  PIEK.~ILSHI) la ri11nzione 
F molto iiiiiii~ri~ (lipg. 19, 20). 

Qiiest~r h t t o  s i  spii.gn \ ~ t ~ r ~ ~ . ; i i i i i l i r i i ~ i i t i  i i i i i i i i r ~ t t ~ ~ n d ~ i  vlir ni7i ger i i i i  
giovani. nei qnal i  In  rnmihrana i i i i ~ r l i i i i ~ i e  i inn nntr\-alt, i~ i i i t i i t i t h  ili so- 
.;ttinze p i~~ t i~ ic l i i : .  lii i:nartnzione iI~i\.iit;i ; i I I ' ~~ss i i ' i ~u i i i i ~ r i t i i  : ivvi<~i i r .  ; i t tori io 
a questa iii:issii iwil.rale chr s i  prcsr i i tn :il i n  t,. io r r i r  i i i ia masso i~pai 'n ;  
no i  ge rmi  \ , v : h i  i i i ~ e c e  iiiiiIIii w i r s i  d i  protoplnsriin i. r icch i  d i  :icqira. 
la in(:mhrana h:ttti.iica si  t i i f l o~c i n  sul por la- i~gget t i  si.iiza tLssertT siiste- 
i i i i tn <I:illn i i i t i v s~  prnto~~lns i i i : i l i rn  (li imns iy i i rnm \:i r i~ l i i i l i on r  i l r - l  i l ia-  
irii4r11 ilrl Fi.riiir ii iiiinorc:. 



2) 11 grado di retiazimv dellc diversi: spccir di niicroorganisrni, 
anche a prescindere da quan1.o esposto piìi sopra. non B costante. Per 
es. in Klehsielln rhinoscleroiiiatir (fig. 2), la ret,razionr B proporziiiniil- 
mente minore chi, in Salmonella typhnsa: minima in Coxiella burnetii 
(fig. i3). 

Si deve riteriere che ci<! possa dipenderti o da uri diverso conkniito 
in acqua. o da una crrta qual rigiditi del corpo hatterico. 

3) Anchr ne,llr repliche B spesso osservabilc un slone depressil chi, 
circonda la partr rilcvata del batterio clir corrispnnd~ a1 tratto di merrt- 
brana, vuoto di protoplasriia. chi! compare in inodo molto evidente nellc 
fot,ografw di gernii essiccati. Nelle repliche, questa zona 15 tuttavia pii) 
ristrett,a ((fig. 17). E' nrolto pi,ot>abilr che essa sin da considerarsi 
coine un artefatto dovuto a disidrataziont:; il Iafto c h ~  essa compaia ~ n c l i ~ ,  
nelle repliche diniostra che anche queste non riprndi~~ono con assoluta 
fedelt8 l'immagine d d  germe a fresco. 

Interessantr, è la coiistatazione cht. nellc rcplicbi~ del11 Ieptnspirc 
l'immagine della menilirana è niolt<t evidente (l is~.. 4, I R ) .  

4) Per quanto riguarda i flagrlli (fig. '20) nnri si iidri diwrsitli 
di diametro tra 11: iuiiiiagini ririginali essiccrite e le repliclie; si trattri 
evidenteinente di deforniazioni cnsi sott,ili che la disidrataaioi~e noil 
giuoca in maniera sensibile sulle loro dimensinni 

Dalle diniensioni dei flagelli si p u i ~  valutare c h ~  il potrrr risolut,i\-II 
di questo tipo di repliche raggiunge prti Io n>rn<i i 2 0 0  nip. 

8) Un vantaggio della tecnica tlellr rrplicht. è qucl111 di r ~ ~ t r r  met- 
tere in evidenm pnrticnlaiitA strutturali delle sul~eificie di niiiroorgaiii- 
smi molto opachi. tali da non rivelare alcuna st,riittiir;i all'ossrrvazionv 
diretta al m. e. 


