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Un tipico microscopio composto 
ingrandisce in due fasi: 
L’obiettivo (2) produce un’immagine 
ingrandita dell’oggetto (1) nel piano 
dell’immagine intermedia (4). 
L’oculare (5) ingrandisce l’immagine 
intermedia come una lente 
d’ingrandimento. 
Nei microscopi moderni, l’obiettivo 
con correzione all’infinito (ICS) 
proietta raggi paralleli a distanza 
infinita e l’immagine è formata da una 
lente intermedia (3). 

Microscopio composto 



I piani ottici coniugati 

Serie delle aperture 
(risoluzione, contrasto) 

Serie dei campi 
(illuminazione, immagine) 

Filamento della lampada 
Diaframma del campo luminoso 

Diaframma del condensatore 
Piano del preparato 

Piano focale posteriore 
dell’obiettivo 

Piano dell’immagine intermedia 
Pupilla dell’osservatore 

Retina dell’osservatore 



Anatomia del microscopio 
1: Filamento della lampada 

2: Diaframma 

3: Piano focale posteriore           

dell’obiettivo 

4: Pupilla dell’osservatore 

A: Diaframma campo luminoso 

B: Piano del preparato 

C: Immagine intermedia 

D: Retina dell’osservatore 



1: Immagine intermedia e 
posizione del reticolo 

2: Limite del campo 

3: Ottiche dell’oculare 

4: Pupilla dell’osservatore 

5: Ghiera per la messa a fuoco 

Oculare e reticolo di conta 



Reticolo 

 Il reticolo di conta è allineato esattamente  
sul piano dell’immagine intermedia e 
appare sovrapposto all’immagine. 

 L’ingrandimento dell’oculare non deve 
essere tenuto in considerazione poiché il 
suo effetto si attua dopo l’immagine 
intermedia. 



 Reticolo 10 x 10 mm (100 mm2), diviso in 

100 quadrati.  

 Con obiettivo 10X, la superficie di cornea 

visualizzata in ciascun quadrato è 1/100 di 

mm2. 

 Media delle conte x 100 = cellule/mm2. 

Stima della densità cellulare 



Stima della densità cellulare 
Zone strategy 

NO 

SI 

10 mm 

10
 m

m
 



Stima della densità cellulare 
Border strategy 

NO 

SI 

10 mm 

10
 m

m
 



Riferimenti 

 D. Lgs. 25 gennaio 2010, n. 16. Allegato V. 
 Linee guida per il prelievo, la processazione e la 

distribuzione di tessuti a scopo di trapianto. Sez. 
B, paragrafo 6.2. 

“ Tutte le attrezzature che dispongono di una funzione 
di misurazione critica sono tarate su un parametro di 

riferimento reperibile, qualora esista.” 
 

 SOP C3.200 Manutenzione e pulizia apparecchiature 
 



Taratura 

La taratura è una caratterizzazione il cui scopo è 

la definizione delle caratteristiche metrologiche di 

uno strumento di misura. Questo avviene tramite 

un confronto di misure con uno strumento di 

riferimento, definito campione. 



Calibrazione 

La calibrazione è l'operazione 

in cui uno strumento di 

misura viene regolato in modo 

da migliorarne l’accuratezza. 

La calibrazione richiede il 

confronto con misure di 

riferimento prodotte utilizzando 

uno strumento campione. 



DIRETTIVA 2006/86/CE 

DECRETO LEGISLATIVO  25 GENNAIO 2010, N. 16 





Taratura e calibrazione 
del microscopio 

Materiale: micrometro da 1 mm, reticolo di lato 
10 mm, obiettivo 10x. 

La dimensione lineare del micrometro è 
ingrandita e proiettata  in 8 mm anziché in 10 
mm di reticolo, pertanto: 

• rapporto lineare di ingrandimento = 8/10 

• rapporto quadratico di ingrandimento = 64/100 

• fattore di conversione fra le aree = 0,64 

DENSITA’ CORRETTA = Densità calcolata X Fattore di Conversione fra le aree 



Esempio pratico n. 1 

Materiale: micrometro da 1 mm, reticolo di lato 10 
mm, obiettivo 10x. 

La dimensione lineare del micrometro è ingrandita 
e proiettata  in 10,3 mm anziché in 10 mm di 
reticolo, pertanto: 

• rapporto lineare di ingrandimento = 10,3/10 

• rapporto quadratico di ingrandimento = 106/100 

• fattore di conversione fra le aree = 1,06 



Esempio pratico n. 2 

Materiale: micrometro da 1 mm, reticolo di lato 10 
mm, obiettivo 10x. 

La dimensione lineare del micrometro è ingrandita 
e proiettata  in 9,85 mm anziché in 10 mm di 
reticolo, pertanto: 

• rapporto lineare di ingrandimento = 9,85/10 

• rapporto quadratico di ingrandimento = 97/100 

• fattore di conversione fra le aree = 0,97 



Tabella di calibrazione 

Densità reale 
(LM-1) 

(cell/mm2) 

Densità 
reticolo 

(cell/mm2) 

Densità reale 
(LM-2) 

(cell/mm2) 
1802 1700 1649 
1908 1800 1746 
2014 1900 1843 
2120 2000 1940 
2226 2100 2037 
2332 2200 2134 
2438 2300 2231 
2544 2400 2328 
2650 2500 2425 
2756 2600 2522 
2862 2700 2619 
2968 2800 2716 
3074 2900 2813 
3180 3000 2910 

F.C.= 1.06 F.C.= 0.97 





Grazie! 
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