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Tecnica che permette l’osservazione al microscopio di preparati 

cellulari o tissutali 

Preparazione di un campione sottile (sezione istologica) che possa 

essere attraversato dalla luce del microscopio 

Il campione è trasparente, quindi deve essere trattato con 

sostanze coloranti che contrastino le strutture cellulari 

Metodi di preparazione per l’Osservazione 
Microscopia 

Osservazione Morfologica
MICROSCOPIA



Osservazione Microscopica

M. OTTICO A FLUORESCENZA

M.OTTICO A LUCE TRASMESSA MICROSCOPIO ELETTRONICO 

A SCANSIONE (SEM)

MICROSCOPIO ELETTRONICO 

A TRASMISSIONE  (TEM)



Il potere di risoluzione dell’occhio umano è 0.2 mm (200 m)

Il potere di risoluzione del microscopio ottico arriva circa a 0.2m (200nm)

Il limite di risoluzione del microscopio elettronico è 0.2nm

UNITÀ DI MISURA BIOLOGICHE E 

POTERE DI RISOLUZIONE



Metodi di preparazione per 
l’osservazione Microscopia

Per un esame morfologico è necessario allestire preparati di cellule
o tessuti mediante l’applicazione di procedure specifiche che
portano il pezzo bioptico alla riduzione in sezioni di minimo
spessore e le cui selettive colorazioni permettono l’aumento del
contrasto delle diverse strutture cellulari.



CAMPIONI Biologici 

Forma,

Colore

dimensione

Assenza “la geografia spaziale” del 

tessuto di provenienza del campione

Cellule Tessuto 

Il materiale prelevato deve essere 

processato per il taglio in sezioni sottili

Conservata “la geografia spaziale”

del tessuto





ALLESTIMENTO DI UN PREPARATO ISTOLOGICO

Per un esame morfologico dei tessuti è necessario allestire preparati

istologici mediante:

PRELIEVO

FISSAZIONE

SEZIONAMENTO in fettine di minimo spessore per i tessuti

COLORAZIONE selettiva che permette un aumento di

contrasto delle diverse strutture cellulari.



Metodi di preparazione per 
l’osservazione Microscopia Ottica:

preparazione mediante fissazione e colorazione

Per un esame morfologico è necessario allestire preparati di cellule
o tessuti mediante il PRELIEVO, la FISSAZIONE , il
SEZIONAMENTO in sezioni di minimo spessore e la
COLORAZIONE selettiva che permette un aumento di contrasto
delle diverse strutture cellulari.



Il prelievo e la fissazione rappresentano le fasi più critiche della preparazione

perché debbono assicurare il blocco delle strutture cellulari nelle condizioni più

prossime a quelle dello stato vitale. Non si devono produrre artefatti nella

organizzazione tessutale pur determinando il blocco di ogni attività funzionale.

In particolare:

Riduzione a circa 1 cm









La fissazione chimica prevede l’utilizzo di:

A) Fissativi Primari Semplici

B) Miscele fissative













- usato a concentrazioni tra il 70-100% - moderatamente 

penetrante, fissativo generale blando - indurisce eccessivamente 

il materiale biologico - precipita le proteine denaturandole - libera 

i lipidi legati a proteine - annulla quasi totalmente la reattività 

enzimatica - può essere usato in miscele con formaldeide o acido 

acetico

- Viene chiamato “glaciale”, perché solidifica a 17 °C - Ha un 

eccellente potere di penetrazione - Fissa molto bene i nuclei, ma 

non coagula le proteine, né fissa o solubilizza i lipidi. - Non 

indurisce il tessuto.

o Aldeide Formica che allo stato naturale è gassosa, sono

utilizzate in istologia allo stato liquido. Prende così il nome

di formalina. Dalle soluzioni commerciali di formaldeide al

37% si ricavano miscele di fissazione con valori compresi

dallo 0,2% al 10%.

Ha un elevato grado di penetrazione nei tessuti, non

dissolve i lipidi e non provoca indurimento eccessivo dei

tessuti





Fra le aldeidi la glutaraldeide ha una minore capacità di

penetrazione ma reticola meglio le proteine formando così

legami più stabili. Da dei cross legami resistenti. Necessita

di campioni di piccole dimensioni e di un uso combinato con

la formaldeide. Usata specialmente per la Microscopia

Elettronica

- esplosivo, in forma di cristalli gialli, usato in soluzione

acquosa al 1-2 %

- eccellente stabilizzatore proteico, con cui forma PICRATI

- non scioglie i lipidi

- non indurisce molto ma coarta i tessuti, per cui spesso

viene usato in miscela con acido acetico, che ne previene

questo effetto

- conferisce un caratteristico colore giallo

Acido picrico

Glutaraldeide



bouin

Il Liquido di Bouin viene preparato al momento dell’uso

unendo:

-15 ml di soluzione satura di acido picrico

-5 ml di formalina

-1 ml di acido acetico

Non sovrafissa e si applica per 12-24 ore passando poi i

campioni in etanolo 50%.

MISCELE FISSATIVE



PRELIEVO

FISSAZIONE CHIMICA

LAVAGGIO

Le successive Fasi dipendono dalla natura del campione:

Cellule o Tessuto

….sintesi







PRELIEVO DEI TESSUTI OCCORRENTE TEMPO

Su animali anestetizzati o 

sacrificati in modo indolore, o su 

materiale proveniente da macello, 

si procede alla dissezione per 

prelevare gli organi o i tessuti da 

studiare. Salvo eccezioni il 

campione deve avere dimensioni 

inferiori al cm3. 

Forbici, pinze, 

bisturi, lame, piano 

o in materiale 

plastico, 

Guanti

L'operazione va eseguita nel 

più breve tempo possibile 

riducendo al minimo i traumi 

mediante l'uso di lame 

affilatissime. 

ALLESTIMENTO DI UN PREPARATO ISTOLOGICO

PRELIEVO



…una Fissazione Fisica per RAFFREDDAMENTO o CONGELAMENTO

L'obiettivo è congelare rapidamente, utilizzando accorgimenti particolari tali che 

l'acqua nelle cellule e tessuti  non ha il tempo di formare macrocristalli e rimane in 

una forma vetrosa che non si espande quando solidificata.

Riduzione a circa 1 cm3



…è necessario infatti l’ uso di CRIOPROTETTORI



CRIOPROTETTORI





Fissazione per Congelamento





TAGLIO OCCORRENTE

Il suo scopo è quello di sezionare il pezzo 

allo spessore voluto (12-18 µm di norma) in 

modo da poter essere osservato al 

microscopio dopo opportuna colorazione. 

Colla termosensibile OCT. Blocchetti di 

legno. Criostato. Lama diritta. 

Crioprotettori. Azoto liquido. Vetrini 

trattati o meno con adesivi.

…SCOPO DELL'ALLESTIMENTO 

DI UN PREPARATO ISTOLOGICO CONGELATO



Organizzazione e allestimento:

Scegliere il metodo di congelamento appropriato e, a seconda 

del metodo, si prepara azoto liquido, isopentano, ghiaccio 

secco.

•

Etichetta in anticipo: stampi per contenitori criogenici, fogli di 

alluminio, supporti per campioni a temperatura ambiente.

•

Prepara dispositivo di raffreddamento Dewar coperto per 

trattenere temporaneamente campioni congelati mentre si 

lavora.

•

Prepara strumenti e altri materiali di consumo, pinze,  

etichetta piccola o piastre di Petri



..Come si procede in termini tecnico- operativi…



Viene creata una «camicia di 

congelamento» versando in un 

becker il Crioprotettore.

Verrà poi immerso il tutto in 

Azoto Liquido (Temp: -196 C°)

all’interno di un dispositivo di 

raffreddamento. 

Crioprotettori:

-OCT (termosensibile)

-Isopentano

Allestimento della postazione: Guanti di 

protezione, Azoto liquido, Dewar, Pinze 

lunghe, becker



Supporti di sughero

Piccole quantità di OCT versate sui supporti 

e posizionamento del pezzo di tessuto 

Riduzione del campione 

a dimensioni  di circa 1 cm 3



quindi…per la Procedura di congelamento dei tessuti freschi:

•

Un becher di metallo viene riempito per 2/3 di isopentano e collocato in un 

Dewar di azoto liquido abbastanza da raggiungere fino a circa 1/3 del becher di 

metallo. Preparare almeno 10 minuti prima di congelare il campione.

•

Con una pinza da 12 pollici congelare il campione preparato con lo stampo crio 

nella porzione trasparente di isopentano - immergere completamente.

•

Evitare il crack cracking (frattura del campione) - quando c'è ancora una piccola 

goccia di campione di trasferimento OCT non congelato sul dispositivo di 

raffreddamento con schiuma di ghiaccio secco coperto mentre si continua su 

altri campioni.





Congelamento

del crioprotettore ai bordi

esterni a contatto con le 

pareti del becker

Temp: -80°C

Con ausilio di pinze 

lunghe il campione 

sul supporto viene 

immerso nel becker

per il congelamento 

(in figura C)



Conservare temporaneamente i 

campioni congelati in un dispositivo 

di raffreddamento coperto da 

ghiaccio secco continuando a 

congelare altri campioni

Oppure…



Avvolgere i singoli campioni in un foglio di alluminio etichettato, sigillarli in 

un sacchetto di plastica, metterli in una scatola del congelatore. 

Conservare a -80 ° C.



SI PROCEDE CON IL SEZIONAMENTO DELLE SEZIONI CONGELATE 

AL CRIOSTATO

CRIOSTATI O 

MICROTOMI CONGELATORE



https://www.jove.com/video/51586/tissue-triage-and-freezing-for-

models-of-skeletal-muscle-disease

Video Tutorial delle fasi di congelamento

https://www.jove.com/video/51586/tissue-triage-and-freezing-for-models-of-skeletal-muscle-disease

