48. B. BABUDIER] e D. STEVE-BOCCIARELLL — La tecnica delle repliche
applicata all’osservazione di oggetti biologici con il micro-
scopio elettronico.

Riassunto. — E* stata studisda Ja possibilith i applicare la teenica
detie repliche allo studio dei micro-organismi al micraseopio eletironicn,
Guesta feentea presenta il vantaggio G studiare a0 morfologia del sop-
getta come appare a freseo, evidando cosl tatte e cause di errore dovate
alla retrazione conseguente all essiceamento. cui i) sogaetto va necessa
riamente sotoposto per Vosservazione al microscopio eleltronico. Viene
falta un rigoroso confronto fra UVinumagine data dalla replica o quella
delloggetto in esame, si ned cast di un ozgetio indeformabite ebhe in
quello di un elemento hiologico soggeito talvolta a forti deformarioni,

Le fotografie qui pubblicate testimoniane quanto sopra; quelle fatte
al microzcopio elettyonico presemlano nella stessa fotografin sin il sog-
getto, sla la sua repiica,

Résumé. — (hu a étudid fa possibililé dappliquer 1o procédd dem-
preinfe & examen des micro-organismes au microscope électronigque.
Cette technique présenie Vavantage de permetive d'8udicr b morpho-
logie de Vobjel examiné & V&tat frais, en évitan! ainsi toules les pauses
d'errenr dues & la rétraction qui est conséiquence de essication, Gn
fait une comparaison rigoureuse entre Pimage donnée par empreinte el
celle de Tobjel & Pexamen, soit dans e cas d'un objet tndéformable,
soit dans e ens dun élément biologigue gui peud quelgquefois subir
de fortes déformations.

Les photographies publiées ici tdmoignent e gue Pon vient de
dire: dans la midme image on voil, au mieroscope électronique. objet
et son empreinde,

Summary. — The possibilily of applving the repliva technique to
the examination of micre-ovganisms under the eleetron microsenpe was
studied,  This technique has the advantage that the morphology of the
objeet can be observed on dresh material thus avoiding all sourees of
error caused by shrinkage due {0 deving, o which the objeet is neces-
sartly exposed when observed under Ahe eleciron microscope. A care-
ful comparison was made belween  the replicn image and the normal
direct image of objects that con be altered by shrinkage ov nof,

The photographs published support the above evidener, Those
maide under the eleciron microseope show in the <o phodograph hoth
the objecl and ifs replica.
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Zusammenfassung, — Die Anwendung des Abdruck-Verfahrens bei
der Untersuchung von Mikro-Organismen mittels des Elektronen-Mikro-
skops wurde gepriift. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass die Mor-
phologie des Objekts so untersucht werden kann wie sie in frischem
Zustand erscheint. Hierdurch werden alle Irrtumsméglichkeiten vermie-
den, die durch das fiir die Beobachtung mit dem Elektronen-Mikroskop
erforderliche Austrocknen und das damit verbundene Einschrumpfen des
Objekts gegeben sind. Es wird ein strenger Vergleich zwischen dem
von der Abdruck gegebenen Bild und dem Bild des zu untersnchenden
Objekts angestelli und 2war sowohl Hir undeformierbare Objekte wie
auch fiir den Fall biologischer Objekte, die manchmal starker Deforma-
tion unterworfen sind,

Die gezeigten Photographien zeigen die Richtigkeit des (esagten.
Die mit dem Elektronen-Mikroskop gemachien Aufnahmen zeigen in
dem deselben Bild Jas getrovknetes Objeki und reinen Abdruck.

Nell'interpretazione di immagini osservate al microscopio elettro-
nico occorre tener conto di svariati fattori che conttibuiscono a modificare
e ad alterare la morfologia dell’oggetto in esame.

In particolar modo, qualora si tratti dell’osservazione di materiale
organico, si incontra una importante causa di alterazione morfologica
nel processo di disidratazione a cui 'oggetto va necessariamente sotto-
posto, a causa della sua immissione nell’ambiente di alto vuota, costi-
tuito dal corpo del microscopio. :

L'importanza di tali modificazioni & facilmente comprensibile quando
si consideri che ad eserapio i corpi batterici hanno un contenuto di acqua
sull’802/

I danni che Vessiccamento provoea, per quanto indubbiamente con-
siderevoli, non debbono perd essere sopravalutati. Infatti anche nella
comune tecnica istologicn si possono eseguire osservazioni molto deli-
cate e precise su materiale semplicemente essiccato all’aria, come nel
caso degli striset di sangue. Nella microscopia elettronica tuttavia 1'essie-
camento, in conseguenza appunto dell’alto vuoto, & spinto ad un grado
notevolmente superiore e le deformazioni dell’oggetto debbono essere
considerate notevolmente maggiori. laoltre si deve tener conto della
citrhstanza che negli strisci di sangue le cellule, bene aderenti al vetro
sottostante, non riducono fortemente il loen diametro durante il pro-
resso dell’essiccamento; gli oggetti invece preparati per l'osservazione
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al microscopio eletironico, deposti su di una sottile membrana defor-
wabile. durante Vessiccamento coartano, traseinando con s@ per un certo
teaito ko membrana stessa (g 1) e delerminandone spreso la roltura
m corrispondenza dei Joro mavgini. Dioconsegnenza & da ritenersi che
o deformazione dell’oggetto o la modiitcazione delle sue  dimensioni
reali, sin qui mollo constderevole.

E' quindi di un certo interesse il ricercare un procedimentn che
permetia di ridurre per quanto possibile guesto fattore d’errore nell os-
servazione al microscopio elettromien. e che permetta da un lato di deter-
mmare e dimensioni reali dell’opgetto osservato, o dall’altro di giu-
dicare quale delle particolarita strutturali messe in evidenza siano real-
mente presenti nell oggetto non disideatato. o quali invece siano artefatt
consecutivi alla disidratazione stessa. A questo riguardo accenninmo al-
I'immagine molte spesso mostrata da vari germi e eostituita da una
moembrana staccata nettamente dalln massa opaca citoplasmatica cen-
trale: & discutibile se tale spazio tra parte solida del citoplasma e mem-
brana esista in realld o e sta invece la conseguenza di un distaceo de)
profoplasma dalla membrana cellulare e di ung sun maggiore coarfazio-
ne per effetto dell essiceamenmo (fig. 2).

Tentativi di meftere a punto una {ecnica che permettesse lo studio
di queste aHeraziori sono stati eseguiti da aleuni AN tra i quali ricor-
dinmo WoLr, KeLtexsera, Kunx, Barxys o coll. ') Questi AL, hanno
eseguilo con diversi procedimenti ¢ con materiale plastico diverse, ve-
pliche o superfici di tesseti o di batteri deposti su veteini, Da queste
repliche & stata suecessivamente allestita un'impronta sin con gel di
silicin sia con film u.mtallicu oftenuti per evaporazione nel vuolo; im-
pronfa che & stata sotloposta all osservazione al m. e.

Tali metodi presentano aleani Pinconveniente di riehiedere Vim-
piego di pressioni o temperature elevate, alivi di dare uno scarso potere
risolutivo, altri ancora di sollvive di imitazioni nel loro impiego.

Abbiama voluto vedere se il metodo che abituahnente viene impie-
galo nel nostro Istituto per fave repliche di supertici metalliche, potesse
venire utilizzato, con opportune modifiche, per oftenere repliche di og-
gelii organici non distdratati, Questo sisicmip consiste nel distendere
sulla superficie da osservare uno strato sottile di una soluzione di nitro-
cellulo=n *Y Ta quale. dopo evaporazione del solvente, da una  sottile

Mov. DG Drisviosn - J0 Mier. Soc, 70 10 4481,

i Tale soluziene, che ci & slata indicatu dal profl. O D'Aposting, che qui Fingra-
ziamo vivamenie, & cosi composta: Soluzione 12 di nitrovellnlosa in: Acelone 409
Lattato di etile 30'%: Acetalo di metid-cellosolve 307 Trifenilfosfato 0,017



=L

s A - 2

¢ oeieliron o,

Lo LETI Bredogict Cone Ui

wlitthie i

Basi 0Ibk € B3 STEvE-Bon CARELLL - [ fecnteu defle repilche apiprodtu i

B,

Fieo 1. - L brlewricus (18,000

3. Rottura detla membrana di nitrocellulosa per effetto

della rerrazione del corpo batterica,

Figo 2o~ Kl rlinoscloromans 118003 0 1 hen visibile Ja zona di membrana appiartin

vhe circonda I zona centrale.
i



PRTRERRRTIEIN

S d e

o

FICR TR SYE ST TR

sARLLT Y

.

B

Nibl

Iy,

3. - L. Pulguricus. 11 germe ¢ in parte

sovrapposto alla propria replica,

g, 4. - L. ictera-haemorrhagiae (18.c00 () ¢ propria replica,




3
S

SIEVE-BOG CIARELLL - Lo recnicd ddie repriche ap

HAKLDIEKD € 1)

I

Fig

§. - K. tvphesa 10,000

1o Germi soveapposti alle proprie repliche.

Fig. &« Emazie df leertola 7550 ¢ fissare ¢ sospese Inacqua distillaza,



erina

[RYS

i

H. BaptDiert e 13 STEVE-BOCCISRELLL - Lu rocncad delic replache appiie

P 70 - Kwasie di lucertola (550 7 uppena essiccale, su vetrino,

Fie. 8. - FEmazie di lucertola (550

; dopo essiccamento prolungato. su vetrine.



wduts

SRS Bogic: oo 1 B o, afig

bl

1

[t

B. BABUDIER] ¢ 12 STUVE-BOCCIARELLY - Lo fecnton didic refitchie Eplicdiu bif veaer

Fig. 9. - Emazie di hicertola (550
contaito con acqua distillata,

s
Fig. 10, - Emazie di Incertola {550
zione di nitrocellulosa,

} previamente essiccate e successivamente messe a

Q

4

K
&
)

i previamente essiceate e poi ricoperte con la solu-



[ SN

L e

e Bl

FTC

L adt st u

rouricd deiie Fepiiciic @poit

3
»..
!
]
x
=

K. Basuoss e 1) 5

{
"
e o Ty h

v F1a

]

PR R A

LA
5

frgo 120 - Replica della stessa regione del reticolo di Thoma-Zeiss rappresentata nella
foto n, 11 (550 .



L recnica delle repliche wpplicata Wi ossertasione 31 vgwetti biod Wi cer 4 i roscopio eleltroi e,
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Fig, 13, - C. burneeii (18.000 ), immagini dirette e repliche,

Fig. rq. - Fibra del collageno e relativa replica {18,000 ),
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Fig. 17. - K, rhinoscleromatis (18.000 ). Germi giovani e repliche.
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Fig. 18, - L. ictero-hoemorrhugiae (18.000 o (rerme ¢ impronre,
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Fig. r9. - 8. rvphosa (18.c0o0 ). Coltura vecchia.

Fig. 20. - §. tvphosa (18.000

3. Coltura vecchia, forme diafane,
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pellicola che si puo distaccare dalla superficie e che, ombrata con cromo,
viene vsservata al m. e.

Prima di usare questo metodo per la replica di materiale bislogico.
era necessario stabilire se il solvente determinasse o meno alterazioni
morfologiche dell’nggettn da Irattare.

A questo scopo abbiamo sospeso nel solvente. batteri (E. coli). e
leptospire sia non fissati che fiszati con vapori di actdo osmico. Dopo
alcune ore la sospensione @ stata centrifugata ¢ t germi, ripetutamente
lavati con acqua distillata. sono stati osservati al m. ¢, Abbiamo cosi
constafato che in confronto ai controlli i geemi non fissati presentavino
alterazioni evidenti, mentre quelli fissati erano morfologicamente identici
ai conteolli. Tale prova escguita con successo anche su di an germe
oltremodo delicato quale 1a leptospira, ¢i dava affidamento che la nostra
soluzione di cellulosa, che non & miscibile con Vaequa, non poteva dan-
neggiare oli vggetti previnmente fissati, che fossero da essa ricoperti.

La tecnica da noi usata per ottenere repliche di geemi & la seguente:
si prepara una sogpetsione in soluzione lisiologica dei germi in esame
e i fissano con alcune goceie di acido osmico al 2900 <1 lava suceessiva-
mente la sospensione con acqua distillata secondo 1 feeniva abituale;
si depone una goceia di tale sospensione salla superficie i un vetrino
porta-oggetti aceuratamente pulito: si attende che Naequa della goecia
sia completamente evaporata a temperatora ambiente. Nonc appena linita
Pevaporazione s'immerge il vetrino nella soluzione di nitrocellul =a: il
velrino viene successivamente disposto in posizione pressoché verticale
in mado che Ueceesso ddella soluzione deflnisca verso il basso lasciands
sul vetrino medesimo uno steato molto =ottile. Ouesto, essiccato, costi-
tuisce un film di cellulosa che s3 distacea facilmente dal vetro per im-
mersione in acqua disfillata, .

Con squesto procedimento una parte dei germi rimane attaceaia al
velrino, e sul film si pud osservare la lore impronta; altel inveee ven-
gono portati vin dal lilm medesimo,

In casi fortunati alcuni germi restano aderenti al film. ma dopo
essersene digtaceati in parte, comparendo cosi wllosservazione al m. o
vicino alla propria impronta ige. 3, 40 5. Per rendere facile il procedi.
mento relativo al trasporto della pellicola sal porta oggetti del m. e
convieney prima di distaceare la pellicola stessa  dal vetrino, inciderla
enn una punta sottile delineando cost tanti quadeating che. all'atto del-
PFimmersione del vetrino uwell’acqua =i staccano da questo o flattuano
singolarmente sulla supeeficie. Prima detl osgervazione al m. e la eepliva
deve essere ombrata nel modo usuale,

Le immagini delle repliche che cosi si osservano al m. ¢, sono note-
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volmente diverse ¢ precisamente di dimensioni molto maggior: di quelle
dei germi osservati al i ¢ nel modo abituate. Per renderci eonto delle
ragioni che producono una diversiti cosi evidente. oceorreva eseguire
delle ricerche di controllo per stabilire il comporlamentn sia dei germi.
sia della replica darante 1 tratbamenti richiesti dalla esecuzione  del .
metodo, ]

Una prima ipotesi poteva essere quella che al momento delln esecu-
rione della replica 1 germi eontenessero ancora una diserela guantiti
dacqua e che quindi le dimensioni rivelate dalla replica fossero sensi-
bilmente vicine a quelle del germe a fresco; Ualira invece che la pelli-
cola di cellulosa a conlatic dell'acqua si deformasse allargandosi mag-
giormente in corrispondenza dell’impronta dove Ia pellicola & pifi sottile
in tal caso Pimmagine data dally replica sarebbe neecssariamente mollo
diversa da quella originale.

Per controllare queste ipotest era necessario sperimentare su oguetli
di dimensioni tali da poter essere agevolmente osservali ¢ misurali al
microscopie oftico. Siamo ricorsi preid a una sospensione di emazie di
lucertola. fissate con acido nsmico, (ueste sono state osservate con il mi-
croscopio oftico su vetrimo, sia o fresco (fig, 6) sia immediatamente dopo
evaporazione dell’acqua (ciod nelle condizioni in cni vengono eseguite
fe repliche — fig. 7). sia dopo essiccamento prolungato (hig. 8). Ab
biamo cosi constatate che in seguito all’essiccamento si ha una notevole
retrazione dell’emazin (Girea 1/4 del dlametro trasversn), relrazione che
& maggiore quando essiccamento viene prolungato. Che tale retrazione
sta dovuta alla perdita d’acqua & dimostrato dal fatte che ridando alle
emazie essiccate delli’acqua. esse rviprendono te dimensioni che avevano
a fresco (fig. 9).

Se, subito dopo 'evaporazionce. le emazie sono ricoperte dalla solu.
zione di nitrocellulosa che serve a costituire Ja replica. esse riprendono
simitmente e dimensiont originali (lig. 105, E' quindi da rilenersi che
I'immagine data dalla replica sin quella che pil si aceosta all'immagine
del soggello a fresco.

Per controllare la seconds ipedesi occorreva poter disporre dioun
oggetto non deformabile: a quesio scopo abbiamo datto delle repliche di
un reticolo inciso su una cellula di Thoma-Zeiss. fotografando pil re-
pliche, fatte in tempi diversi, di una stessa regione del retieolo. Le
figg. 11 0 12 mostrano rispetlivamente Voriginale una di queste repli-
che. Dal confronto delle fotografie risulla che Pimmagine della replica
non ha in nessun modo dimensioni maggion dell originale.

Un’altra prova & staty eseguita  utilizzando  una  sospensione  di
Coxiella burnetii, germe di dimensioni pruttosto uniformi + poeo retrat.
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tile per effetto dell’essiccamento. Come si vede datla fig. 13 nella quale
accanto a varie repliche si vedono molti elementi originali. le dimen-
sioni delle impronte non differiscono sensibilmente da quelle delle
Coxielle.

Lo stesso rvisultato abbiamo ottenuto da repliche Ji fibre collagene.
elementi anche questi scarsamente deformabili. Nella fotogralia 14 si
pnd confrontare 'immagine delle fibre con quelle della replica rela-
tiva (*}

Concludiamo da queste prove che Pimmagine della replica =i aceo-
sta notevolmente all’immagine reale dell’oggetto non disideatato, In
determinati casi perd, specie nell'esecuzione di repliche di oggedti i
dimensioni cospicue pud aceadere che la membrana della replica, resn
troppo sottile in corrispondenza della parte pitt prominente dell oggetto.
si rompa; in questo caso Pimmagine data dalla replica risulta evidente-
mente deforniata dJigg. B, %)

Dalle osservazioni fatte mediante il metodo sopra descritto su germi
i vario tipo ci risulta quanta segie:

1) La retrazione del germe per elfetto dell’essiccamento & consi-
derevole, tale da modificare in maniera molto notevole le dimensioni el
germe; essa perd varia o scconda che il germe osservato sia tratto «la
colture di recente allestimento o da colture vecchie. Nel primo caso.
quando il germe presenta una omogenea opacitd at raggi elettronici
(I stadio i Ruska e Piekansgr 2. 7Y il cerme sembra ridueee il suo dia-
metro trasverso fino al 509, ¢ olre tige. 3, 4. 16 18): nel secondo caso
quando il germe =i presenta trasparente at raggi elettronici ¢ non ha
un aspette omogeneo (110 ¢ M stadio Jdi Ruska e PiERARSED la riduzione
& molto minore (figg, 19, 203

Ouesto fatto <0 spiega verosimilmente awmmettendo che nei germi
giovani, nei quali Ta membrana racchinde una notevole quantith di so-
stanze proteiche, la coartazione dovuta all’essiceamento avviene attorno
a questa nmssa cendrale che =i presenta al m. ¢, come una massa opaca;
nei germi vecchi invece molto scarsi di protoplasma ¢ ricchi di acqua,
la membrana batterica s affloscin «ul porta-oggeiti senza essere soste-
nuta dalla massa protoplasmatica ¢ di conseguenza la riduzione del dia-
metra del germe & minore.

« .y .

") Ripgraziamo il prof. Lelii che ¢ b cortesemente dato 1l naderiale dal quale

i slida tratta la fotogealin 14

Grleska M- Arch, 1 Viegslorsch. 14825 20 345,
T Pipskanskr 4o - Arch 0 Mikrobiol, WG 80 42w
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2) Il grado di retrazione delle diverse specie di microorganismi.
anche a prescindere da quanio esposto pin sopra. non & costante. Per
es. in Klebsiella rhinoscleromatic (fig. 2), la retrazione & proporzional-
mente minore che in Salmonella typhosa; & mintma in Coxiella burnetii
(fig. 13).

Si deve ritenere che cid possa dipendere o da un diverso conlenuto
in acqua, o da una eerta qual rigidith del corpo batterico.

3) Anche nelle repliche & spesso osservabile un alone depresso che
eirconda la parte rilevata del batterio che corrisponde al tratto di mem-
brana, vuoto di protoplasma, che compare in modoe molte evidente nelle
fotografie di germi essiccati. Nelle repliche, quests zona & tuttavia pib
ristretta (fig. 17). E' molto probabile che essa sia da considerarsi
come un artefatto dovuto a disidratazione; il faito che essa compaia anche
nelle repliche dimostra che anche quesie non riproduconn con assoluta
fedeltd Vimmagine del germe & fresco. -

Interessante & la constatazione che nelle repliche delle leptospire
Vimmagine dells membrana & molto evidente (figg. 4, 18).

4 Per quanto riguarda i flagelli (fig. 2 non si nofa diversiti
di diametro tra le immagini originali essiccate e le repliche; si tratta
svidentemente di deformazioni cosi sottili che la disidratazione non
giuoca in maniera sensibile sulle loro dimmension:
Dalle dimensioni dei flagelli si pué, valutare che il potere risolutiva
di questo tipo di repliche raggiunge per 1o meno i 100 myp.

8) Un vantaggio della feenica delle repliche & quello di poter met-
tere in evidenzs particolaritd strutturali delle superficie di microorgani-
smi molto opachi, tali da non rivelare alcuna struttura all'osservazione
diretta al m. e,

Roma — Istitulo Superiore di Saniia - Laboratorio di microbisloghr ¢ lubora-
torio” di fisica.




