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ISCRIZIONE
Possono iscriversi alla Società i ricercatori e gli operatori professionali comunque attivi nel campo delle diverse microscopie.
Per l’iscrizione alla Società è necessario compilare la richiesta di associazione ed inviarla al Presidente. La scheda di asso-
ciazione può essere compilata direttamente sul sito web della società all’indirizzo www.sism.it oppure può essere reperita in
questo periodico ed inviata via fax. Le richieste verranno valutate dal Consiglio DIrettivo nella prima riunione utile e l’ap-
provazione dei nuovi Soci sarà comunicata personalmente agli interessati. Dopo tale comunicazione il nuovo socio può pro-
cedere al pagamento della quota sociale secondo le modalità riportate sotto.

QUOTA SOCIALE
La quota sociale è di euro 35 per i soci ordinari e di euro 25 per i non strutturati. I soci non strutturati, unitamente alla
quota sociale, dovranno far pervenire al Presidente della Società una dichiarazione attestante il proprio status.
Modalità di pagamento:
a) mediante carta di credito dal sito  www.sism.it
b) mediante invio di un assegno bancario non trasferibile intestato a S.I.S.M.
     l'assegno deve essere spedito alla Prof.ssa Elisabetta Falcieri, Dipartimento di Scienze della Terra, 
     della Vita e dell'Ambiente (DiSTeVA), Università degli Studi di Urbino “Carlo Bo”, Campus Scientifico “E. Mattei”, 
     via Ca’ Le Suore 2, 61029 Urbino (PU)
c) mediante bonifico bancario intestato a S.I.S.M.
    codice IBAN  IT43Q0200802455000103039142
    Presso Unicredit, Agenzia 3305 "Bologna Dante" 
    Causale: "NOME del SOCIO"

SEDE SOCIALE
Prof.ssa Elisabetta Falcieri
Dipartimento di Scienze delle Terra, della Vita e dell’ Ambiente  (DiSTeVA), Università degli Studi di Urbino “Carlo Bo”,
Campus Scientifico "E. Mattei", via Ca’ le Suore 2, località Crocicchia, 61029 Urbino
Tel/Fax +39.0722.304284
E-mail: elisabetta.falcieri@uniurb.it
P.IVA  05089821002           C.F. 80181630155
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Titolo, Nome e Cognome

Data 

Richiesta di associazione

Inviare via fax a:
Prof.ssa Elisabetta Falcieri 

Dipartimento di Scienze della Terra, della Vita e dell'Ambiente (DiSTeVA), Università degli Studi di Urbino “Carlo Bo”
Campus Scientifico “E. Mattei”, via Ca’ Le Suore 2, 61029 Urbino (PU)

Tel. +39.0722.304284     Fax: +39.0722.304244

Data di nascita

Titolo di studio e qualifica

Tipo di istituzione

q Università                    q CNR                   q Industria                   q Commerciale                   q Altro ente pubblico di ricerca

Istituto/Ente/Ditta

Indirizzo

Dipartimento

Città CAP

Telefono                                                                                                Fax                                                                         E-mail

Indirizzo cui inviare la corrispondenza, se diverso dal precedente

Settore di attività

q Biomedico                     q Scienza dei materiali                          q Commerciale                              q Altro (specificare) _________________________
                                                                                                                                                                                               

Il sottoscritto rischiede l’ammissione alla SISM in qualità di:
q Socio ordinario (35 euro)
q Socio non strutturato (25 euro)

Si ricorda che le richieste di associazione verranno valutate dal Consiglio Direttivo e l'approvazione dei nuovi Soci verrà comuni-
cata personalmente agli interessati.
Il pagamento della quota di associazione deve essere effettuato solo dopo il ricevimento della comunicazione dell'approvazione,
da parte del Direttivo, della richiesta di associazione.

Come deliberato nell'Assemblea Generale del 24/09/2001 ogni Socio SISM è anche Socio EMS.
Questi stessi dati saranno pertanto automaticamente inviati anche all'EMS, di cui la SISM fa parte. I dati dei Soci sono utilizzati dalla Segreteria
EMS per distribuire il Notiziario in forma elettronica, per annunciare informazioni importanti come Congressi, Corsi, Scuole e per pubblicare
l'Annuario dei Soci EMS.
Se si desidera che i propri dati personali non compaiano nell'annuario EMS, selezionare l'apposita opzione. 

q Chiedo che il mio indirizzo privato non compaia nell'annuario EMS
q Chiedo che il mio numero di telefono/fax non compaia nell'annuario EMS

Firma  
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Cari Amici e Colleghi,

Dal 26 al 29 maggio scorso si è svolta a Catania la prima “Scuola Internazionale sulla
Spettroscopia a Perdita di Energia degli Elettroni, EELS” (Electron Energy Loss
Spectroscopy) presso la sede dell’IMM-CNR. La scuola, coordinata da Giuseppe Nicotra,
ha visto la partecipazione di 12 studenti di diverse nazionalità europee, impegnati in un
corso intensivo di 4 giorni, con lezioni in aula, laboratori informatici ed esercitazioni al
microscopio. Tra i docenti erano presenti i maggiori esperti di spettroscopia EELS, tra cui
alcuni relatori  inglesi e americani. Tale evento ha riscosso un notevole successo e, pro-
babilmente, sarà ripetuto in futuro. Il suo carattere internazionale rappresenta inoltre un
elemento di vivacità e di apertura della nostra Società.
Dal 7 al 12 settembre siamo stati impegnati al IMC14, “18th International Microscopy
Congress”, organizzato da Pavel Hozak, nel Congress Center di Praga. Il congresso ha rac-
colto 3200 partecipanti, provenienti da tutto il mondo e appartenenti a 38 società di
microscopia. Le presentazioni, organizzate in 12 sessioni parallele e in numerosissimi
poster distribuiti in 2 piani della struttura, si riferivano agli ambiti Instrumentation and
Techniques, Materials Science, Interdisciplinary and Life Sciences. Ogni mattina
nell’Auditorium aveva luogo una sessione plenaria, con interventi di altissimo livello
scientifico. Tra gli italiani erano presenti molti giovani, in parte con i contributi di parte-
cipazione SISM e in parte con borse EMS, alcuni vincitori di entrambi. Nella vastissima e
ricca mostra strumentale erano esposti numerosi strumenti dedicati alle tecnologie
microscopiche più avanzate, spesso utilizzati in corsi tematici, che hanno visto la presen-
za di numerosi giovani.
Nel corso del congresso Roberto Balboni ed io siamo stati coinvolti nelle riunioni dei
Comitati Scientifici  Internazionali. 
In quello dei rappresentanti delle Società coinvolte nell’organizzazione del prossimo
“Multinational Congress”, siamo intervenuti su alcuni aspetti organizzativi del MCM15,
che sarà organizzato a Eger (HU) da Agnes Kittel dal 23 al 28 agosto 2015
(www.mcm2015.com). Ci riproponiamo - e sarà oggetto di discussione nella riunione del
prossimo nostro Consiglio Direttivo - di bandire, anche in questo caso, un ragionevole
numero di borse di partecipazione, che consentano ai nostri giovani una continua forma-
zione internazionale. 
All’assemblea EMS sono state discusse le varie forme di supporto che la European
Microscopy Society offre agli eventi in corso di organizzazione ed è stato presentato il
prossimo congresso europeo, cioè il “16th European Microscopy Congress”, che verrà
organizzato presso il Convention Center di Lione dal 28 agosto al 2 settembre 2016
(www.emc2016.fr).
All’Assemblea IFSM si è discusso sulle proposte presentate, con molta cura e molta aspet-
tativa, dalla Cina, dalla Corea e dall’Australia per l’organizzazione del prossimo congresso
internazionale: dopo votazione tra tutte le società, la scelta è andata all’Australia e, quin-
di, il prossimo IMC19 sarà a Sydney dal 9 al 13 settembre 2018.
Tra le attività italiane, si è concluso da pochi giorni a Modena, con l’organizzazione di
Andrea Tombesi, il terzo “Corso di Microscopia Confocale, TEM e STEM: basi teoriche e
pratiche”. È stato raggiunto il numero degli iscritti previsti e i lavori si sono svolti con sod-
disfazione di tutti, sia relativamente alle lezioni frontali che alle esercitazioni strumentali.

Editoriale

3 Settembre 2014     microscopie
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In un prossimo futuro avranno luogo il workshop teorico-pratico “La microscopia confo-
cale nello studio dei mitocondri”, Urbino, 23-24 ottobre p.v. e il workshop “La microsco-
pia elettronica applicata allo studio dei beni culturali”, Urbino 6-7 novembre p.v.
Successivamente, presso i laboratori CNR-IMM di Bologna, Roberto Balboni coordinerà
la quinta edizione della “Scuola teorico-pratica di Microscopia Elettronica in
Trasmissione in Scienza dei Materiali”, che si svolgerà dal 17 al 21 novembre 2014, e dal
2 al 6 febbraio 2015.
Come vedete, è stato un anno ricco di attività e di prospettive che dimostrano, nonostante
le difficoltà, la vivacità della nostra Società. Dobbiamo essere grati di questo a tutti coloro
che con fatica si sono messi in gioco e a coloro che lo faranno… qualunque proposta è
benvenuta e noi del Consiglio Direttivo siamo a disposizione per suggerimenti e sostegno.
La SISM, con l’aiuto prezioso di alcuni sponsor abituali, con il contributo di altri in occa-
sione dei singoli eventi e con le quote dei Soci può e deve continuare a fare cultura, ricer-
ca e supporto ai giovani, i veri importanti nostri obiettivi.
Buon lavoro a tutti, a presto

Elisabetta Falcieri

microscopie Settembre 2014
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Consiglio direttivo della SISM

Verbale della riunione del 4 febbraio 2014
Dipartimento di Scienze Anatomiche Umane, Via Irnerio 48, Bologna

Il giorno 4 febbraio 2014 alle ore 10,30 presso il Dipartimento di Scienze Biomediche/Istituto di
Anatomia Umana, in Via Irnerio 48, Bologna si è svolta una riunione del Consiglio Direttivo SISM, per
discutere il seguente OdG:

1. Comunicazioni del Presidente

2. Approvazione del verbale della riunione precedente 

3. Risultati delle elezioni e rinnovo dei componenti del Consiglio Direttivo 2014-2015

4. Nomine dei Vicepresidenti e del Direttore Responsabile di “Microscopie”

5. Nomina del Responsabile del sito web della Società

6. Organizzazione gestione amministrativa della Società

7. Attività SISM 2014 

8. Bando Premio SISM 2014

9. Vincitori dei Premi Carla Milanesi 2013

10. Approvazione ammissione nuovi Soci.

11. Varie ed eventuali.

Sono presenti: Cristiano Albonetti, Roberto Balboni, Regina Ciancio, Elisabetta Falcieri, Manuela
Malatesta, Stefania Meschini e Andrea Tombesi. 
Assenti giustificati: nessuno.
Presiede Elisabetta Falcieri; svolge le funzioni di segretario verbalizzante Regina Ciancio. 

1. Il Presidente E. Falcieri riferisce circa i cambiamenti amministrativo-gestionali della società a segui-
to dell’insediamento del nuovo Direttivo e del nuovo Presidente. La sede sociale della società è ora
ad Urbino e Unicredit è la banca di riferimento, presso cui sono in corso l’attivazione del nuovo
conto corrente e le procedure per i pagamenti con carta di credito.    

2. Il verbale della riunione del Consiglio Direttivo del 28 agosto 2013 viene approvato all’unanimità.

3. Si prende atto del rinnovo dei componenti del Consiglio Direttivo, già notificato attraverso la diffu-
sione del verbale della commissione elettorale, nelle persone del nuovo Presidente Elisabetta
Falcieri e dei consiglieri Roberto Balboni, Andrea Tombesi, Manuela Malatesta, Regina Ciancio e
Stefania Meschini.

4. Il Consiglio Direttivo delibera all’unanimità le nomine di Roberto Balboni e Andrea Tombesi  a
Vicepresidenti della Società. Conferma inoltre la nomina di Manuela Malatesta quale Direttore della
rivista “Microscopie”.

5. Viene riconfermato all’unanimità il ruolo di Roberto Balboni quale Responsabile del sito web.
L’architettura del sito continuerà ad essere gestita da Cosimo Elefante.

Microscopie 14.qxp_Layout 1  30/03/17  14:40  Pagina 5



6

ATTIVITÀ SISMATTIVITÀ SISM

microscopie Settembre 2014

6. Il Presidente comunica che, analogamente agli anni precedenti, la gestione amministrativa della
società sarà coadiuvata da un commercialista, scelto a Bologna. Sara Salucci, dell’Università di
Urbino, sarà la figura di supporto organizzativo all’interno della società. Si discute collegialmente
dell’eccessiva complessità delle procedure di iscrizione alle scuole e ai workshop organizzati dalla
SISM. Al fine di snellire tale procedure, si decide all’unanimità di introdurre come unico canale la
procedura online sul sito della SISM, attraverso il quale gli interessati possano compilare sia la sche-
da di iscrizione che procedere eventualmente al pagamento dell’iscrizione. 

7. Si approva all’unanimità la proposta di Giuseppe Nicotra dell’IMM di Catania di organizzare una
scuola EELS dal 26 al 28 maggio 2014, in collaborazione con la SISM (già resa nota al Direttivo a
mezzo mail dal presidente E. Falcieri). Roberto Balboni farà parte del Comitato Scientifico. 
Per l’anno 2014 (e 2015) vengono altresì proposti i seguenti eventi:
- Scuola TEM in Scienza dei Materiali, organizzata a Bologna dal gruppo di Microscopia Elettronica
  del CNR-IMM (resp. R. Balboni), che si svolgerà nelle due settimane previste (la parte teorica in 
  Novembre 2014 e quella pratica in Febbraio 2015).
- Scuola congiunta di Microscopia Confocale-STEM presso il CIGS dell’Università di Modena, a cura
  di Andrea Tombesi, fine settembre/inizi ottobre 2014. 
- Workshop teorico-pratico su “La microscopia confocale nello studio dei mitocondri” seconda metà
  di ottobre 2014, Università di Urbino (resp. E.Falcieri)
- Workshop su “La microscopia elettronica applicata allo studio dei beni culturali” novembre 2014, 
  Università di Urbino. Il Presidente richiede suggerimenti ed eventuali nominativi da contattare.
- Workshop su “Contributi delle microscopie allo studio delle colture cellulari”, in collaborazione 
  con AICC e a cura di S. Meschini, aprile 2015, ISS, Roma.
- Workshop congiunto di microscopia elettronica e microscopia mediante luce di Sincrotrone a cura
  di R. Ciancio presso Area Science Park di Trieste, seconda metà 2015. 
E si propone il patrocinio ai seguenti eventi: 
- Celebrazione del quarantennale del CIGS di Modena, all’interno del quale si collocherà un interven-
  to del Presidente della SISM (proposto da A. Tombesi)
- Nanomedicine 2014, organizzato, presso l’Università di Viterbo, dalla Associazione Italiana per le 
  Colture Cellulari (proposto da S. Meschini).

8. Il Presidente E. Falcieri rende nota la difficoltà di avere candidature per l’attribuzione del premio
SISM. Si decide all’unanimità di bandire le future edizioni, a partire dal 2015, con cadenza biennale e
con alternanza del settore di pertinenza iniziando dal settore “scienze dei materiali”. L’ammontare
previsto per l’edizione 2014 del premio (2000 euro, suddivisi tra i due settori) verrà invece utilizzato
per bandire n. 4 contributi SISM (di 500 euro ciascuno, 2 per il “settore biomedico” e 2 per il “settore
scienze dei materiali”) per la partecipazione al prossimo congresso IMC2014 a Praga. Si stabiliscono
collegialmente i criteri di selezione, sulla base dei quali verrà predisposto il bando.

9. Valutate le domande ed i curricula pervenuti, viene nominato Luca Ortolani vincitore del Premio
Carla Milanesi  2013 per il settore Scienze dei Materiali.

10.Il Consiglio Direttivo approva l’ammissione dei seguenti soci:
Acquaviva Stefania
Barbieri Elena
Boarino Luca
Calliari Irene
Cante Maria Teresa
Caporizzi Vita Donatella
Carangi Rosa
Castronovo Matteo
Celegato Federica
Cervasio Mariarosaria
Ciaccio Marinella
Coisson Marco
Colone Marisa
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De Vincenti Francesco
Fortuna Sara
Galimberti Valentina
Gentili Denis
Giglio Anita
Graziosi Patrizio
Guido Stefano
Iovino Maria Rosa
La Torre Alessandro
Leonardi Francesca
Mardegan Marco
Mariani Luca
Morgante Emanuela
Mulone Angelo
Muolo Mariagrazia
Palmisano Maurizio
Panzeri Maria Carla
Quiroga Santiago David
Romita Cristina
Taronna Angelo Pio
Tranchida Davide
Vallino Marta

11. Il Presidente riferisce circa il perdurare del problema di raccolta delle quote sociali. Si suggerisce
pertanto di cominciare a sfoltire l’elenco degli iscritti alla società considerando decaduti i soci dopo
un determinato periodo di morosità. Roberto Balboni si propone di individuare un criterio di esclu-
sione dei soci morosi che sia in linea con quanto stabilito dallo Statuto della Società. 
Al fine di promuovere una maggiore interconnessione della SISM e le realtà di microscopia operanti
sul territorio nazionale, viene approvata all’unanimità la proposta di Roberto Balboni di inviare,
mediante posta elettronica, una survey ai laboratori di microscopia nazionali per conoscere le loro
potenzialità e campi d’interesse scientifico. Il Presidente invita inoltre a tenere alta l’attenzione nei
confronti di eventi inerenti il tema della microscopia organizzati da enti/istituti attualmente non in
contatto con la società ma potenzialmente interessati a stabilire rapporti con essa.
Si decide all’unanimità di valutare le modalità per effettuare le elezioni del prossimo direttivo online
sul sito della società. 
Si delibera che una copia dello Statuto venga resa disponibile online sul sito della società.
La scuola di microscopia a sonda organizzata da Cristiano Albonetti ha riscosso un notevole succes-
so, portando numerosi nuovi iscritti nella società. Data la partecipazione alla scuola di relatori di
fama internazionale, Albonetti propone di pubblicare su Microscopie i Proceedings della Scuola:
Manuela Malatesta valuterà le modalità di inserirli all’interno di uno dei numeri di Microscopie del
2014, compatibilmente con le esigenze tipografiche della rivista.
Si valuta anche la possibilità, in linea con quanto richiesto dal prof. Diaspro (Genova) per il suo gior-
nale MRT, di attivare su Microscopie una rubrica di recensione di articoli di nostro interesse.

Alle ore 14:00, null’altro essendovi da deliberare, il Presidente dichiara chiusa la seduta.

Elisabetta Falcieri
Roberto Balboni                                         
Andrea Tombesi 

Manuela Malatesta
Cristiano Albonetti 

Regina Ciancio 
Stefania Meschini
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Bilancio esercizio 2013
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Elenco delle attività promosse dalla SISM nel 2014

Workshop teorico-pratico “La microscopia confocale nello studio dei mitocondri”
DiSTeVA, Campus Scientifico Enrico Mattei, Università di Urbino, Urbino
23-24 ottobre 2014

L’evento, organizzato dalla SISM, con il supporto del Dipartimento di Scienze della Terra, della Vita e
dell'Ambiente dell’Università degli Studi di Urbino Carlo Bo, è dedicato a ricercatori di varia prove-
nienza e di interesse biomedico, con particolare attenzione allo studio del mitocondrio. Tale orga-
nello cellulare è un argomento di carattere trasversale e di ampio interesse, che riveste una sempre
maggiore importanza sia nella ricerca biomedica di base, che in numerosi ambiti più specifici.
Inoltre, la presenza in commercio di un numero sempre più alto di validissimi anticorpi monoclona-
li, oltreché di una grande varietà di fluorocromi, ne permette una crescente caratterizzazione in
microscopia confocale. Il Workshop si articolerà in una parte pratica,dedicata ai metodi di prepara-
zione per la microscopia confocale, alle caratteristiche dei vari fluorocromi, all'analisi e all'elabora-
zione dell'immagine, nonché all'osservazione di campioni specifici. Inoltre, autorevoli relatori illu-
streranno, nell'Aula Magna del Campus, i loro dati più recenti su diversi aspetti morfo-funzionali dei
mitocondri.

Per informazioni: elisabetta.falcieri@uniurb.it, michela.battistelli@uniurb.it

Workshop “La microscopia elettronica applicata allo studio dei beni culturali”
DiSTeVA, Campus Scientifico Enrico Mattei, Università di Urbino, Urbino
6-7 novembre 2014

L’evento, organizzato dalla SISM, con il supporto del Dipartimento di Scienze della Terra, della Vita e
dell'Ambiente dell'Università degli Studi di Urbino Carlo Bo, è dedicato a professionisti, docenti,
ricercatori, tecnici e studenti che operano nel campo dello studio, della conservazione e del restau-
ro dei beni culturali. Sarà dedicata particolare importanza alle applicazioni delle microscopia elet-
tronica, nei suoi diversi approcci metodologici. Autorevoli relatori illustreranno, nell'Aula Magna
del Campus, i loro dati più recenti sulla caratterizzazione morfologica ultrastrutturale di filati, affre-
schi, stucchi, legni, marmi, ceramiche, vetri, pietre, monili, libri, polimeri e altro materiale prove-
nienti da opere d’arte.

Per informazioni: elisabetta.falcieri@uniurb.it, sabrina.burattini@uniurb.it

Scuola TEM ''Pier Giorgio Merli'' 2014 “Scuola teorico-pratica di Microscopia Elettronica in
Trasmissione in Scienza dei Materiali”
CNR-IMM Bologna, via Gobetti 101, Bologna
1a settimana: 17-21 Novembre 2014, 2a settimana: 2-6 Febbraio 2015

La quinta edizione della scuola, organizzata congiuntamente dalla SISM e dal CNR-IMM di Bologna, si
rivolge a ricercatori e microscopisti che desiderano acquisire una qualificata introduzione alle tec-
niche di microscopia elettronica in trasmissione applicata alla Scienza dei Materiali.

Oltre ai principi di funzionamento dello strumento, ai partecipanti verrà fornito un quadro teorico di
base della disciplina ed una descrizione delle principali applicazioni nell’indagine strutturale ed ana-
litica. Gli argomenti trattati comprendono: ottica e diffrazione elettronica, teoria del contrasto, riso-
luzione atomica con tecniche di imaging coerenti (HREM) e incoerenti (STEM con rivelatore
HAADF), olografia elettronica, tecnica CBED, metodi analitici (EDX e EELS).

La scuola sarà strutturata in una parte teorica, durante la prima settimana (Novembre 2014), ed una
parte pratica la seconda settimana (Febbraio 2015). Sarà possibile la partecipazione all’intero corso,
o alla sola parte teorica.

Questa edizione della scuola sarà aperta alla partecipazione di studenti provenienti dall'estero e pertan-
to le lezioni saranno tenute in lingua inglese.

Per informazioni: balboni@bo.imm.cnr.it
http://temschool.bo.imm.cnr.it/
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E per il 2015...

Aprile  2015, Roma, ISS: Workshop su “Contributi delle microscopie allo studio delle colture cellula-
ri”, in collaborazione con l’Associazione per le Italiana Colture Cellulari, a cura della Dott.ssa
Stefania  Meschini 

Seconda metà 2015, Trieste: Workshop congiunto di “Microscopia elettronica e microscopia median-
te luce di Sincrotrone” a cura della Dott.ssa Regina Ciancio
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Resoconto della Scuola SISM
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2014

Quarantennale della fondazione del Centro Interdipartimentali Grandi
Strumenti (CIGS) dell’Università degli Studi di Modena e Reggio Emilia
Dipartimento di Scienze Fisiche, Informatiche e Matematiche, Modena
3 Ottobre 2014
http://www.cigs.unimo.it/eventi/2014/quarantennale/quarantennale.html

15th International School and Workshop on Nanoscience and  Nanotechnology
2014 (n&n 2014) 
INFN – Laboratori Nazionali di Frascati
6-7 Ottobre 2014
http://www.lnf.infn.it/conference/nn2014

NanotechItaly 2014
NH Hotel Laguna Palace Convention Center, Venezia Mestre
26-28 November 2014
http://www.nanotechitaly.it/

Eventi nazionali
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2014
µFiBR 2014 
A series of tutorial lectures on Optical Imaging in Biomedical Nanotechnology
October 3, 2014 
Hasselt University, Belgium

8th edition of BioImage Informatics (BII) 
October 8-10, 2014 
Leuven, Belgium

2nd Congress of the Spanish Network of Advanced Optical Microscopy
(REMOA) 
October 13-15, 2014 
Spanish National Center of Oncology (CNIO), Madrid, Spain 

Materials in Science and Technology 2014 (MIST 2014) 
October 13-19, 2014 
Oludeniz, Fethiye, Turkey

Autumn International School on Growth and Characterization of Advanced
Materials (AISMAT 2014) 
October 13-19, 2014 
Oludeniz, Fethiye, Turkey

Second Conference on In-Situ and Correlative Electron Microscopy (CIS-
CEM) 
October 14-15, 2014 
Saarbrücken, Germany 

2nd International Multidisciplinary Microscopy Congress (INTERM 2014) 
October 16-19, 2014 
Oludeniz, Fethiye, Turkey

Autumn School on Microstructural Characterization and Modelling of Thin-
Film Solar Cells 
November 2-7, 2014 
Resort Hotel Schwielowsee, Werder (near Potsdam), Germany 

Low energy electrons: Lithography, Imaging, and Soft Matter 
November 4-5, 2014 
Advanced Center for Nanolithography (ARCNL), Amsterdam, The Netherlands 

European PhD School Nanobeams 
November 17-21, 2014 
Centre de Recherche Public - Gabriel Lippmann, Belvaux, Luxembourg

Eventi internazionali
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2015
42nd Annual Meeting of the Society for Cutaneous Ultrastructure Research
(SCUR) 
March 12-14, 2015 
Mannheim, Germany 

Focus on Microscopy 2015 
March 29 - April 1, 2015 
Göttingen, Germany 

PICO 2015 - Third Conference on Frontiers of Aberration Corrected
Electron Microscopy 
April 19-23, 2015 
Kasteel Vaalsbroek, The Netherlands 
Organization: Ernst Ruska-Centre (Jülich) 

3rd Croatian Microscopy Congress 
April 26-29, 2015 
Zadar, Croatia 

15th Euroseminar on Microscopy Applied to Building Materials 
June 16-19, 2015 
Delft, The Netherlands 

Microscience Microscopy Congress, incorporating EMAG 2015 
June 29 - July 2, 2015 
Manchester Central, Manchester, UK 

Multinational Congress on Microscopy 
August 23-29, 2015 
Eger, Hungary 
Organization: ASEM, CMS, CSMS, HSM, SISM, SSM, SDM, TEMD 

31st European Conference on Surface Science (ECOSS-31) 
August 31, September 4, 2015 
Barcelona, Spain 

Microscopy Conference (MC) 2015 
September 6-11, 2015 
Göttingen, Germany 

Microscopy at the Frontiers of Science 2015 
September 9-11, 2015 
Porto University, Portugal
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Ad Ottobre 2014 il CIGS festeggia i 40 anni di vita,
essendo stato inaugurato il 3 Ottobre 1974. Per chi
non ci conoscesse, la sigla CIGS corrisponde a
Centro Interdipartimentale Grandi Strumenti, un
laboratorio avente come finalità principale   quella
di mettere a disposizione dei ricercatori
dell’Università di Modena e Reggio Emilia strumen-
tazioni adatte ad un ambiente multi-disciplinare. 

Gli utenti del Centro dispongono di strumenta-
zioni di alto livello, ben consolidate e fruibili, che
consentono loro di concentrarsi sulle proprie
ricerche evitando le delicatissime ottimizzazioni
tipiche degli strumenti “di punta” che hanno pre-
stazioni al limite delle possibilità tecniche.

La microscopia elettronica (scansione o trasmis-
sione) e quella a scansione di sonda sono tecniche
ampiamente utilizzate, sia nel campo delle scienze
dei materiali che in quello delle scienze della vita.
La nostra esperienza pluridecennale ci ha dimo-
strato, senza ombra di dubbio, quanto la microsco-
pia sia la tecnica o, per meglio dire, la serie di tec-
niche che maggiormente tiene uniti questi due
mondi solo apparentemente così diversi.

L’esperienza del CIGS nell’ambito della micro-
scopia è cominciata verso la fine degli anni ’70 con
il microscopio elettronico a scansione SEM 500
della Philips. I microscopi a scansione, a quel-
l’epoca, erano completamente analogici. Il fascio
elettronico in colonna si muoveva in perfetta sin-
cronia con quello del tubo a raggi catodici, la cui
leggera persistenza permetteva di poter osservare
e ottimizzare l’immagine lavorando necessaria-
mente al buio. Le immagini ad alta risoluzione
dovevano essere raccolte con tempi molto lunghi
e il risultato finale poteva essere valutato solo
sulla lastra fotografica; una lunga sessione di lavo-
ro era particolarmente stancante ma, come ripe-
tiamo, erano gli anni ’70 e l’avvento dei Personal
Computers e delle tecnologie digitali era ancora di
là da venire. 

I SEM di quella generazione erano però insupe-
rabili per quanto riguarda la didattica, in quanto
permettevano di seguire “in diretta” ciò che succe-
deva effettivamente sul campione e si potevano
mostrare facilmente gli effetti della variazione di

ciascuno dei parametri principali. 
L’ingresso dell’informatica nel laboratorio di

microscopia a scansione avvenne con l’introduzio-
ne dei primi sistemi EDS per l’analisi elementale
dei raggi X. Si trattava in realtà di mini-computers
aventi le dimensioni di piccoli armadi e dotati di
ben 32 Kb (sic!) di memoria. Hardware e software
erano specifici per la raccolta e l’analisi dei raggi
X prodotti dall’impatto del fascio elettronico con il
campione. Il primo sistema di questo tipo che
venne acquisito fu un sistema EDAX PV9100 (in
seguito arrivò anche un PV9900), corredato da
mini-computer Digital PDP-11. Al CIGS c’era già
chi iniziava ad appassionarsi all’informatica: avere
fra le mani tale meraviglia (per allora) fece nasce-
re l’idea di provare ad utilizzare il PDP-11 per ten-
tare di produrre dal SEM una immagine digitale.
Fu così che, aggiungendo l’hardware necessario e
scrivendo i nostri primi programmi in Fortran o
addirittura in “linguaggio macchina”, riuscimmo a
produrre alcune fra le prime immagini digitali rea-
lizzate in Italia utilizzando un SEM analogico. 

Figura 1. Immagine digitale realizzata nei primi anni ’80
utilizzando il microscopio Philips SEM 500 ed una sche-
da di conversione ADC installatta su sistema EDAX
PV9900.
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Entro breve tempo questa modalità venne appli-
cata anche ad analisi EBIC (Electron Beam
Induced Current) su campioni di celle solari poli-
cristalline; avere immagini sotto forma di dati
numerici era indispensabile per la loro elaborazio-
ne su altri computers, così da ricavarne informa-
zioni sulle proprietà dei materiali utilizzati negli
esperimenti.  

Si dovette aspettare fino al 1986 perché venisse
mostrato in Italia il primo SEM completamente
digitale prodotto dalla Zeiss, il Digital Scanning
Microscope (DSM) 950. La presentazione avvenne
nell’ambito del memorabile Corso di Microscopia
Elettronica tenutosi a Castro Marina (LE) nel
Settembre 1986 a cura dell’allora SIME (Società
Italiana di Microscopia Elettronica) a cui il Dott.
Fabbri, tra gli autori di questo articolo, ebbe l’ono-
re di partecipare in qualità di docente. Chi fu pre-
sente a quel bellissimo corso ricorderà ancora lo
stupore di tutti nel poter osservare finalmente in
luce ambiente e senza alcuna difficoltà un’immagi-
ne SEM ad alta risoluzione, prima ancora che
fosse fissata sulla lastra fotografica. 

Il passaggio alla strumentazione digitale ha con-
sentito di lavorare in maniera molto più proficua.
Tuttavia, alcuni aspetti che sicuramente rimango-
no insuperabili di quei vecchi microscopi sono la
qualità della documentazione a corredo ed il con-
seguente aiuto nella diagnostica e nella riparazio-
ne dei guasti. Si tratta di un aspetto tutt’altro che
trascurabile per chi è abituato a “mettere le mani”
sugli strumenti in prima persona con un notevole
risparmio sui costi di manutenzione.

I manuali del SEM 500 spiccavano per l’enorme
quantità di informazioni che venivano fornite
all’utente. Di ogni parte meccanica era presente il
disegno ed erano descritte le modalità per smon-
tarla e rimontarla. Per ogni scheda elettronica
erano riportati gli schemi elettrici e la descrizione
del funzionamento di ogni singolo componente.
Era evidente l’intenzione di permettere all’utente
finale di conoscere profondamente lo strumento
che stava utilizzando. 

La nostalgia per queste utilissime peculiarità
svanì velocemente quando iniziammo a lavorare
proficuamente con il nostro primo SEM Digitale:
un Philips-XL40. Era iniziata l’era dei PC e le
“manopole” erano quasi completamente sparite
per lasciare posto ad un mouse con il quale si
potevano gestire tutte le fasi del lavoro e control-
lare tutti i parametri principali del microscopio. Le
immagini potevano essere acquisite e immagazzi-
nate su hard disks sempre più capienti. Eravamo
tra la fine degli anni ’80 ed i primi anni ’90 ed
Internet era ancora solo un’idea nella mente fertile
di qualche “cervellone” del CERN.

L’esperienza di microscopia del CIGS compren-
de anche il settore della microscopia a trasmissio-
ne. Il primo TEM fu un Philips EM-400T equipag-
giato con un sistema EDS EDAX, strumento con-
diviso fra ricercatori in campo biologico e ricerca-
tori nel campo delle scienze dei materiali. Questo
aspetto ci porta ad una considerazione riguardan-
te la vocazione multi-disciplinare del CIGS; nella
nostra esperienza abbiamo avvertito come nel set-
tore TEM, più che in quello SEM, ci fosse una dico-
tomia tra le diverse applicazioni, portando le
aziende a costruire microscopi TEM maggiormen-
te dedicati all’uno o all’altro degli ambiti.

Anche se è spesso difficile tracciare confini
netti, ci sembra che una differenza evidente riguar-
dasse l’utilizzo delle lastre fotografiche, prima
delle moderne telecamere digitali. Per molti anni
le lastre fotografiche hanno mantenuto una qualità
insuperabile e ricordiamo come il biologo tendes-
se a lavorare molto in camera oscura mentre nelle
scienze dei materiali si cercava di ottimizzare il
lavoro durante la sessione allo strumento. Per que-
sta ragione le prime telecamere digitali (che non
avevano certo la risoluzione delle attuali) sono
state maggiormente utilizzate inizialmente nel
campo delle scienze dei materiali. 

La “rivoluzione digitale” nei TEM arrivò con
qualche anno di ritardo rispetto ai SEM e certa-
mente le telecamere digitali giocarono un ruolo
primario. Infatti, solo all’ inzio degli anni ’90 sull’
EM-400T venne installata una telecamera digitale
CCD (694 Gatan 1024x1024). Alla fine del 2000
arrivò un TEM Jeol 2010 equipaggiato con filtro
EELS della Gatan e microanalisi Oxford. Una
importante caratteristica di questo nuovo micro-
scopio era quella di permettere la gestione di alcu-
ne sue funzioni attraverso comandi che possono
essere inviati da un computer esterno attraverso
una connessione seriale. In questo senso rappre-
sentava un antesignano dei più moderni microsco-
pi TEM completamente gestiti via software.  

Si tratta di uno strumento ancora in funzione sul
quale è stata recentemente installata una ulteriore
telecamera del tipo “side entry” a testimonianza
dell’impegno del CIGS nell’ aggiornare anche gli
strumenti più datati.

Abbiamo usato il termine “rivoluzione digitale”
non riferendoci solo alle immagini, ma pensando
più in profondità alla progettazione dei microsco-
pi e dell’interfaccia con l’operatore. Alcune parti
sono rimaste sostanzialmente identiche rispetto al
passato, basti pensare al rivelatore per elettroni
secondari Everhart-Thornley, ma la struttura har-
dware/software degli strumenti è decisamente
cambiata. Le schede analogiche erano costituite
da componenti discreti ben identificabili: transi-

Microscopie 14.qxp_Layout 1  30/03/17  14:40  Pagina 27



28

LABORATORI DI MICROSCOPIA IN ITALIALABORATORI DI MICROSCOPIA IN ITALIA

microscopie Settembre 2014

stors, condensatori, resistenze, ecc. erano facil-
mente riconoscibili su ogni scheda. 

Le schede digitali, invece, sono composte preva-
lentemente da circuiti integrati, attivi o passivi, il
cui funzionamento può essere definito attraverso
una programmazione firmware. E’ evidente che
sia più facile aggiornare questo tipo di componenti
piuttosto che riprogettare una scheda elettronica
di tipo analogico e questo ha portato ad una mag-
giore flessibilità delle funzioni dello strumento, il
quale può essere integrato con nuovi accessori o
con nuove modalità operative.

Se le immagini digitali hanno rappresentato una
rivoluzione nella vita di tutti i giorni, nel caso della
strumentazione scientifica hanno consentito di
memorizzare, elaborare e condividere le informa-
zioni in modo molto più efficace. Questo sia per le
immagini vere e proprie che per le informazioni
analitiche ad esse associate (spettri, mappe ecc.)
nonchè, più in generale, per tutte le altre informa-
zioni, cioè per tutti i parametri che possono essere
“esportati e/o importati” al fine di modificare la
configurazione strumentale ed impostare opportu-
namente lo strumento a seconda delle diverse esi-
genze.

Dai primi anni ’90 iniziò l’era di Internet. In
breve capimmo che poteva essere una grande
opportunità per pensare ad un modo tutto nuovo
di organizzare e condividere dati (immagini, spet-
tri, ecc.). Gestire opportunamente i dati acquisiti e
renderli disponibili attraverso la rete è stato un
lavoro sul quale il CIGS ha immediatamente inve-
stito persone e risorse e ce ne prendiamo orgoglio-
samente il merito. L’idea trainante è stata quella di
strutturare il sito web del CIGS non soltanto per-
ché fornisse informazioni statiche ma perché
potesse essere usato come piattaforma in grado di
mettere a disposizione dei propri utenti tutto
quanto memorizzato durante la sessione di lavoro
allo strumento. Questo ha comportato lo sviluppo
di un protocollo ben definito per tutta la sequenza
di operazioni: acquisizione, memorizzazione, sicu-
rezza dei dati, fruizione dei dati stessi. Oggi si
parla di “cloud” ma già dalla metà degli anni ’90
l’infrastruttura Web del CIGS era una sorta di
cloud “ante litteram”. Fin da allora i nostri utenti
hanno iniziato a poter accedere ai nostri laborato-
ri producendo dati in forma digitale per poi poterli
scaricare comodamente da una sede remota tra-
mite l’accesso protetto al nostro sito web nel
quale sono state implementate tecnologie dinami-
che per la gestione, il backup, la catalogazione e la

fruibilità dei dati prodotti nel pieno rispetto della
sicurezza e della privacy.

La gestione computerizzata degli strumenti e le
moderne risorse informatiche hanno inoltre con-
sentito l’interazione remota degli strumenti stessi:
la struttura informatica del CIGS può integrare
anche funzionalità di questo tipo e nel corso del
tempo sono stati realizzati al nostro interno diver-
si applicativi software per permettere di accedere
alle funzionalità degli strumenti da sedi distaccate.
Questa potenzialità viene utilizzata ampliamente
dai nostri utenti per seguire gli esperimenti in
corso o per svolgere attività didattiche.

I progressi tecnologici che si sono avuti in 40
anni non sono stati solamente digitali o virtuali.
Alcune tipologie di microscopi sono diventate più
“amichevoli”. Pensando ai microscopi con emetti-
tori ad effetto Schottky ed ai microscopi in basso
vuoto, si può notare come nel corso degli anni
questi strumenti siano diventati maggiormente
fruibili, senza penalizzarne eccessivamente le per-
formance finali.

Questa riflessione si può applicare benissimo
alla microscopia a scansione di sonda. I primi ten-
tavi di sfruttare l’effetto “tunnel” per ottenere
immagini morfologiche di un campione risalgono
alla fine degli anni ’70, ma gli sviluppi successivi
hanno ampliato notevolmente la famiglia delle
microscopie a sonda, che di fatto realizzano dei
veri e propri nano-laboratori nei quali vengono uti-
lizzate interazioni di vario genere (magnetiche,
elettriche, chimiche, ecc.) Nel suo complesso si
tratta di una tecnica più recente rispetto alla
microscopia elettronica, quindi con aspetti ancora
ampiamente da esplorare.

I due microscopi SPM in dotazione al CIGS sono
arrivati in anni diversi (1995 e 2007) ed hanno tra
loro caratteristiche complementari in modo da
poter offrire agli utenti un maggior numero di
opzioni riguardanti la tipologia dei campioni e le
modalità di analisi.

I lettori di questa rivista hanno certamente dime-
stichezza con la classica forma a “pera” che rap-
presenta l’interazione fra il fascio di elettroni inci-
denti ed il campione e mostra i diversi segnali dai
quali si possono ricavare informazioni. Per aumen-
tare le possibilità analitiche di un microscopio
elettronico occorre aumentare il numero dei
dispositivi installati (a volte è riduttivo chiamarli
semplicemente accessori) e la lista delle possibili
opzioni è cresciuta nel corso del tempo. L’ ultimo
microscopio arrivato al CIGS è stato installato
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poco più di un anno fa (di fatto siamo alla III gene-
razione) ed è un microscopio FEI con sorgente ad
emissione di campo per effetto Schottky. Oltre alle
indubbie performance di questo tipo di colonne è
da notare il notevole numero di sistemi di raccolta
che possono essere installati. Le immagini da elet-
troni secondari o retrodiffusi possono essere
acquisite con diverse modalità e, ulteriormente,
elettroni trasmessi, luce (catodoluminescenza),
raggi X (microanalisi EDS), elettroni diffratti
(EBSD) possono ciascuno fornire informazioni sul
campione che viene analizzato.

Per tracciare una brevissima storia del CIGS,
limitata alla microscopia, abbiamo menzionato
esplicitamente solo alcuni degli strumenti, ma nel
corso degli anni il CIGS si è dotato di microscopia
confocale e di microscopia connessa a spettrofo-
tometri Raman ed Infrarosso. 

Tutte queste tecniche sono fondamentali perché
il CIGS sia e diventi sempre più un importante rife-
rimento per tutti i ricercatori dell’Ateneo
UniMoRe e possa svolgere sempre meglio un

ruolo di supporto per le realtà produttive del
nostro territorio ma non solo.

A fine articolo vogliamo elencare tutti i micro-
scopi attualmente installati al CIGS come fosse la
lista degli attori di un film. 

Dotazione strumentale del CIGS:

- Microscopio Elettronico a Scansione SEM
Nova NanoSEM 450 - FEI

- Microscopio Elettronico a Scansione ESEM -
Quanta200 - FEI

- Microscopio Elettronico a Trasmissione JEM
2010 - Jeol

- Microscopio a Forza Atomica Autoprobe -
Veeco

- Microscopio a Forza Atomica NanoScope III -
Veeco

- Microscopio FTIR PE i-Series 2000 - Perkin
Elmer

- Microscopio Confocale SP2-AOBS - Leica
- Microscopio Raman LabRam - Jobin Yvon
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Chromatin structure in situ: the contribution of
DNA ultrastructural cytochemistry

Derenzini M., Olins A.L., Olins D.E.

Eur. J. Histochem. 58:2307, 2014. doi:10.4081/ejh.2014.2307

Conventional transmission electron microscopy has widely
been used for investigating in situ the organization of cell
nucleus in a wide variety of tissues and organisms. The rela-
tively little impact of these studies in conclusively defining the
structural organization of chromatin is essentially due to the
fact that the ultrastructure of chromatin is partially masked by
the electron density of different substances which are inter-
mingled and interacting with deoxyribonucleoproteins.
In this article, Massimo De Renzini, Ada L. Olins and Donald E.
Olins reviewed the literature on the studies on chromatin at
electron microscopy, and demonstrate that ultrastructural
cytochemistry  is a powerful tool to obtain meaningful data
both on the morphological and the functional organization of
chromatin in situ.
The results obtained by selectively  staining DNA in thin sec-
tions by the Feulgen-like osmium-amine reaction were dis-
cussed by the authors, taking into account the most recent data
on the interphase chromatin domains and the structural orga-
nization of transcriptionally active and inactive chromatin
fibers.
It is worth recalling that Ada L. Olins and Donald E. Olins have
been pioneers in the study of chromatin structure with their
fundamental discovery, in 1974, of the bead-on-a-string organi-
zation of chromatin which they defined as “a linear arrays of
spherical particles (nu bodies)”.

Carlo Pellicciari
Università di Pavia

Special issue on 
“Single-Molecule Super-Resolution Microscopy”
Histochem. Cell Biol. Volume 141, Issue 6, June 2014
(http://link.springer.com/journal/418/141/6/page/1)

Super-resolution microscopy is a form of light microscopy by
which images  are obtained with a higher resolution than con-
ventional light microscopy where resolution is limited by the
diffraction of light. The different super-resolution techniques
allow to  finely describe the structural organization and
molecular assembly of subcellular components, at a very high
(virtually molecular) spatial resolution.
The recent development, over the last few years, of super-res-
olution microscopy took advantage of the continuous
improvements in fluorescent probes and specific labeling
techniques, and of the availability of refined procedures for
data analysis and processing: nowadays, complex and inter-
acting cellular machineries can be investigated in situ in the
subcellular compartments where they actually work, and their
molecular composition and dynamic interactions  can precise-
ly be reconstructed in 2D and 3D.
In this special issue, the basic principles of super-resolution
imaging by single-molecule localization are illustrated in three
review articles, while novel chemicals and algorithms for
image reconstruction are presented in four original papers.

Manuela Malatesta
Università di Verona
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Plantaris muscle adaptation to atrophy generated 
by disuse: an ultrastructural study
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Introduction

Muscle atrophy is a mechanism which involves the
loss of contractile proteins, implying a decrease of
fiber section size, strength and endurance (Rommel
et al., 2001). These modifications reduce the muscle
mass, compromising its capacity to generate the con-
tractile force (Snijders et al., 2013).

The skeletal muscle maintenance depends on the
balance between protein synthesis and degradation,
both involved in the preservation of muscle mass.
Atrophy and hypertrophy (the reverse condition
which concerns a muscle mass increase) depend on
the modifications of this balance. Therefore, muscle
atrophy is characterized by an increased protein
degradation, associated with a rapid contractile pro-
tein loss, and a protein synthesis inhibition (Lecker et
al., 1999; Sandri et al., 2008). Atrophic mechanism is
still under discussion, in particular the myonucleus
role and the molecular pathways concerning its acti-
vation. Siu and Alway (2009), basing on the myonu-
clear domain theory, have hypothesized that during

muscle atrophy there would be a numerical reduc-
tion of myonuclei, with a maintenance of myonuclear
domain size. Regarding the molecular mechanisms,
disuse atrophy may be related to Atrogin-1/MAFbx
and MuRF1, IGF-1-AKT-mTOR pathway and myo-
statin pathway (Brooks et al., 2014).  

In the literature several works analyse the atrophy
role in different conditions. The muscle mass loss
may be due to particular disorders such as diabetes,
muscular dystrophies and denervation. The last can
be the consequence of numerous diseases, such as
Spinal Muscular Atrophy (SMA), where the
motorneuron loss at spinal cord level implies a clear
weakness and hypotonia of affected muscles
(Martínez-Hernández et al., 2014). 

Duchenne Muscular Dystrophy is a commonly
studied disease in which dystrophin, a protein that
links the muscle fiber cytoskeleton to extracellular
matrix, through the cell membrane, appears absent.
Cheng et al. (2013) investigated clinical and patholog-
ical features in children with progressive muscular
dystrophy (PMD), showing, by means of EMG exam-

Summary
Muscle atrophy is a mechanism which induces muscle mass loss, through an increased protein degradation and a decreased
synthesis. This alteration compromises the muscle contractile capacity and is implied in numerous physiological and pathologi-
cal conditions (e.g. denervation, aging, bed rest, dystrophies and myopathies). The aim of this work is to analyze the ultrastruc-
tural changes generated by disuse on rat plantaris muscle, mainly composed by fast fibers. Eight animals were equally assigned
to control and unloaded group, and the treated rats were tail-suspended for 10 days. After suspension, the animals of both
groups were euthanized and the hind-limb muscles were processed for electron microscopy. Transmission electron microscopy
observations show morphological modifications in the unloaded group respect to the control group, such as sarcomere disor-
ganization, continuity lack among myofilaments and Z-line thickening. In the fiber cytosol, swollen mitochondria and dilated
triads can be observed, as well as a growing amount of glycogen, which suggests a possible fiber shift. Therefore our findings
reveal macroscopic and microscopic modifications induced by disuse, which concern both contractile and energetic system. 

Key words: Skeletal muscle, ultrastructure, suspension, atrophy, disuse.
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ination, that PMD manifests as atrophic signs in the
early stage, accompanied by neurogenic damage in
the late stage. 

The relationship between diabetes and atrophy is
still under discussion, although in literature it is well
known that the disease inhibits muscle regrowth.
Kataoka et al. (2014) have caused disuse atrophy in
diabetic and non-diabetic rats, through immobiliza-
tion. In the following recovery period, muscle IGF-1
levels increased significantly in the non-diabetic rats,
but not in the diabetic ones. In conclusion, the
decreased level of IGF-1 and the impairment of angio-
genesis associated with the disease, are probably
responsible for the inhibition of regrowth and the
consequent atrophy. There are also other conditions
which lead to atrophy such as aging, forced resting
and microgravity (Sinha et al., 2014). Aging is a phys-
iological condition characterized by the loss of skele-
tal muscle mass and the decline in satellite cell con-
tent (Verdijk et al., 2014). These age-related modifica-
tions were observed particularly in type II muscle
fibers and twelve weeks of resistance exercise train-
ing, significantly increased muscle fiber section and
satellite cell content (Verdijk et al., 2009). However,
Snijders et al. (2014) suggest that muscle disuse atro-
phy is not accompanied by changes in skeletal mus-
cle satellite cell content. 

Resting may be considered similar to the micro-
gravity condition (Linderman et al., 1994) because
of the mechanical loading absence. In fact, muscle
unloading, caused by the absence of movement or
gravity, leads to atrophy (Brooks et al., 2014).
Lloyd et al. (2014) confirmed the loss of skeletal
muscle mass in hindlimb suspended mice. This
condition causes atrophy and is also related to tra-
becular bone loss, which occurs both in elderly
subjects and astronauts.   

Ferreira et al. (2008) studied mice muscle atrophy
after 48 hours of tail suspension and reported a signif-
icant decrease of muscle weight and protein concen-
tration. Tagliavini et al. (2014), investigated muscle
adaptations in patients with collagen VI-related
myopathies. Their observations showed swollen
mitochondria, hypodense matrix, dilated sarcoplas-
mic reticulum and apoptotic features. 

The aim of our research is to investigate, at
ultrastructural level, morphological and morpho-
metrical changes due to disuse atrophy in rat plan-
taris muscle, which is mainly composed by type II
muscle fibers and then  particularly sensitive to
the atrophic condition.

Materials and Methods

Animal model
Eight male albino Sprague-Dawley rats, aged eight

weeks, were placed in individual suspension cages
on a standard 12:12-h dark-light cycle in a room main-
tained at 24±1°C and fed a standard diet without lim-
itations. After 1 week of quarantine, 4 rats were ran-
domly chosen for the unloading protocol (unloaded
group). These animals were tail-suspended for 10
days and the tail was wrapped in a piece of Fast-Trac
adhesive tape, covered with a stockinette and
secured with fiber tape (Curzi et al., 2013). The Fast-
Trac tape was passed through a wire hook, which
was then suspended from a fishing swivel. The swivel
was, in turn, suspended from the overhead track sys-
tem. This arrangement allowed the rats to move
freely about the cage on their forelimbs. The suspen-
sion tracks were blocked, so that the rats were
unable to touch the sides of the cage with their hind-
limbs (Grindeland et al., 1994; Linderman et al.,
1994). The other four rats were euthanized under
general anesthesia with i.v. injection of sodium pen-
tobarbital (50 mg/kg body wt) after 10 days (CTRL
group). At the end of the unloading protocol, under
general anesthesia also the suspended rats were sac-
rificed. Animal care and use were in accord with the
“Ames Research Center Animal Users Guide” (AHB
7180).

Transmission electron microscopy (TEM)
From the sacrificed animals, the right plantaris

muscles were taken, quickly weighed on a precision
scale, tied to an applicator stick at physiological
length and immediately fixed with 1.4% glutaralde-
hyde in a 0.2 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2 for
1 h at 4°C. The samples were then rinsed in cacody-
late buffer and minced into small bundles (<1 mm3)
of muscle fibers that were fixed in the same solution
for an additional hour. After washing, samples were
post-fixed with 1% osmium tetroxide for 1 h in the
same buffer, rinsed in cacodylate buffer and dehy-
drated in a graded series of ethanols. They were
embedded in epoxy resin and longitudinally sec-
tioned (Law et al., 1995). Semithin sections were
stained with 1% toluidine blue in distilled water at
60°C and thin sections, stained with uranyl acetate
and lead citrate, were then observed with a Philips
CM10 electron microscope (Curzi et al., 2012; Salucci
et al., 2013).
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Morphometric analysis
Measurements were made only on longitudinal

muscle sections and one hundred images were eval-
uated for each group and twenty-five for each rat.
Hundred squared areas (Area= 50 µm2), one for each
image, were analyzed. The number of swollen mito-
chondria and the sarcomere diameters were mea-
sured in semiautomatic mode, using Image J analysis
software. All data were expressed as mean values ±
SEM and the results were compared using Student’s
t-test. Significance was set at p ≤ 0.01.

Results

In the CTRL group, the sarcomere arrangement
along myofibril seemed well-organized and the
myofibrils appeared parallelly oriented (Figure 1A).
On the contrary, the treatment determined sarcom-
ere and Z-line misalignment and the latter appeared
thickened or completely absent (Figure 1B). After ten
days of suspension, in fact, the ultrastructural images
of plantaris muscles revealed a general tissue disor-
ganization.  

At high magnification, in the mitochondria of CTRL
fibers, the typical double-membrane system and the
cristae were observable (Figure 1C). Conversely, in
the suspended rats, these organelles appeared
swollen and characterized by a unique membrane
and by the absence of cristae (Figure 1D).
Furthermore, in the unloaded group, the Z-line corre-
lated disposition of mitochondria and triads seemed
to be lost and the terminal cisterns of sarcoplasmic
reticulum appeared dilated and severely compro-
mised (Figure 1E-F). 

The classical sarcomere structure, where thin actin
filaments appeared well bound to the Z-lines (Figure
2A), in treated group appeared frequently altered,
and myofilaments were randomly oriented (Figure
2B). In the muscles of unloaded group, cytosol
spread among myofilaments and glycogen amount
increased respect to the CTRL group (Figure 2C-D).  

Morphometric analysis confirmed the ultrastruc-
tural observations. In fact, the percentage of swollen
mitochondria displayed a significant increase
(P<0.01) in the unloaded rats (66.18%) respect to the
CTRL (19.97%) (Figure 2E). On the contrary, compar-
ing the sarcomere diameter means in the two groups,
a significant decrease (P<0.01) in the suspended ani-
mals (0.62 μm) in comparison to the CTRLs (1.24 μm)
(Figure 2F) was evident.    

Discussion

Several pathological or physiological conditions
are directly or indirectly characterized by muscle
atrophy, the role of which is currently investigated by
numerous researchers. The aim of this study was to
describe the morphological features of atrophic plan-
taris muscle by means of electron microscopy. In the
literature, the higher capacity of fast fibers to
respond to muscle atrophy, respect to the slow fibers,
is well known (Ciciliot et al., 2013). Therefore, the
plantaris muscle, mainly composed by fast fibers, has
been chosen. After 10 days of suspension, rat plan-
taris muscles display numerous and deep ultrastruc-
tural modifications, which regard not only to the fiber
structural system, but also to the related structures.
Unloaded muscles show morphological changes
such as a general sarcomere disorganization, myofil-
ament misalignment, cytosol spreading among them
and a significant sarcomere diameter decrease.
These features suggest a structural impairment relat-
ed to a protein amount decrease and to an altered
capacity to transfer the contractile force generated
from single sarcomeres. In fact, several works show
that this condition induces strength and endurance
decrease (Rommel et al., 2001; Lloyd et al., 2014).
Whereas on one hand the unloading appears to struc-
turally affect the contractile system, on the other
hand it also influences the activation system of mus-
cle contraction. In fact, the triad alterations revealed
in the suspended rats, both concerning sarcoplasmic
reticulum and transverse tubule system, suggest an
impairment of excitation-contraction coupling. Our
findings display also significant modifications in
mitochondria, which appear to lose their physiologi-
cal position and structure. These changes reveal that
atrophic process generated by unloading may influ-
ence the energetic mechanism of muscle fibers,
which may not have sufficient levels of available
energy. Moreover, electron microscopy observations
suggest an apparent glycogen increase in the cytosol,
which may be explained with a progressive shift of
muscle fibers to a glycolytic metabolism, as well as
reported by Du et al. (2011). 

In conclusion, the muscle atrophy generated by dis-
use reveals macroscopic and microscopic tissue
alterations, which involve the impairment of
organelles essential for function and viability of mus-
cle fibers. These modifications, appeared just after
ten days of suspension, display the strong and quick
impact of this condition on the muscle function. 

CONTRIBUTI SCIENTIFICICONTRIBUTI SCIENTIFICI

Microscopie 14.qxp_Layout 1  30/03/17  14:40  Pagina 33



34microscopie Settembre 2014

CONTRIBUTI SCIENTIFICICONTRIBUTI SCIENTIFICI

Figure 1. Longitudinal sections of CTRL (A) and unloaded (B) rat muscles. In CTRL rats, mitochondria
with the characteristic double membrane and mitochondrial cristae, are observable (C), differently
from suspended ones which show swollen mitochondria (D). Triads are perfectly intact in CTRL (E), in
comparison to the suspended group, where they appear strongly dilated (F). Bars: A, B 0.5 µm; C, D, E,
F 0.1 µm.
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Figure 2. High magnification of CTRL (A) and unloaded (B) rat muscles. A lower amount of glycogen is
observable in CTRL fiber cytoplasm (C), compared to the suspended group (D). Morphometric analyses
reveal significant differences in the percentage of swollen mitochondria (E) and in the mean of sarco-
mere diameter between the two groups (F). Bars: A, B 0.4 µm; C, D 0.3 µm.     
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Summary
A. fumigatus biofilms represent a problematic clinical entity, especially because of their recalcitrance to antifungal drugs, which
poses a number of therapeutic implications for invasive aspergillosis, the most difficult-to-treat Aspergillus-related disease. While
the antibiofilm activities of amphotericin B (AMB) deoxycholate and its lipid formulations (e.g., liposomal AMB [LAMB]) are well
documented, the effectiveness of these drugs in combination with nonantifungal agents is poorly understood.
In the present study, in vitro interactions between polyene antifungals Amphotericin (AMB) and liposomal Amphotericin (LAMB)
with alginate lyase (AlgL), an enzyme degrading the polysaccharides produced as extracellular polymeric substances (EPSs) within
the biofilm matrix, against A. fumigatus biofilms were evaluated by using atomic force microscopy (AFM). AFM was used to image
and quantify the effects of AlgL-antifungal combinations on biofilm-growing hyphal cells.
AFM analysis showed that when A. fumigatus biofilms were treated with AlgL or polyene alone, as well as with their combination,
both a reduction of hyphal thicknesses and an increase of adhesive forces were observed compared to the findings for untreated
controls, probably owing to the different action by the enzyme or the antifungal compounds. Interestingly, marked physical changes
were noticed in A. fumigatus biofilms exposed to the AlgL-antifungal combinations compared with the physical characteristics
detected after exposure to the antifungal alone, indicating that AlgL may enhance the antibiofilm activity of both AMB and LAMB,
perhaps by disrupting the hypha-embedding EPSs and thus facilitating the drugs to reach biofilm cells. 
Our results suggest that a combination of AlgL and a polyene antifungal may prove to be a new therapeutic strategy for invasive
aspergillosis.

Key words: Aspergillus fumigatus, atomic force microscopy, biofilms, alginate lyase, amphotericin.

Introduction

Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) is a ubiq-
uitous saprophytic mold that is often found in
decaying materials, such as in compost piles or
within the walls of old buildings. A. fumigatus is
considered an opportunistic pathogen, primarily
causing disease in immunocompromised patients.
The most severe form is invasive aspergillosis
(IA), and A. fumigatus is responsible for 90% of
cases (Latge, 1999). Mortality rates of 70-90% are
reported in haematopoietic stem cell transplant

recipients, the most at-risk group (Denning, 1998).
Despite improvements in the diagnosis and treat-
ment of IA, the number of cases and severity of
the disease have increased dramatically due to the
sheer numbers of patients being subjected to
increasingly powerful immunosuppressive thera-
pies (Barnes and Marr, 2006).

A. fumigatus has the ability to filament within
the lungs forming dense intertwined mycelial balls
(Mowat et al., 2008). Typical biofilm structures,
aggregates of microorganisms in which cells
adhere to each other on a surface embedded with-
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in a self-produced extracellular matrix (ECM), are
observed either in the alveoli (IA) or in an existing
cavity (aspergilloma). Growth of A. fumigatus as
a multicellular community is also found on the
surface of indwelling catheters, by which the fun-
gus can often gain access to the bloodstream caus-
ing fungemia. Studies by confocal and electron
microscopy have shown that the mycelium of A.
fumigatus growing on an agar surface is covered
by the hydrophobic ECM that cohesively bonds
hyphae into a contiguous sheath. The ECM, main-
ly composed of galactomannan, a1-3-glucans,
melanin, and proteins including major antigens
and hydrophobins (Beauvais et al., 2007), was
shown to surround hyphae growing in the lung of
immunocompromised mice experimentally infect-
ed with A. fumigatus (Loussert et al., 2010).
Persister cells, interactions with polysaccharides
of the extracellular matrix and ECM itself, acting
as a barrier, contribute to reduced antifungal drug
susceptibility.

Recent observations have consistently shown
that all antifungal drugs are significantly less
effective when A. fumigatus is grown as a biofilm
than when it is grown in the planktonic state
(Müller et al, 2011; Fiori et al., 2011; Ramage et al.,
2012), presumably as a reflection of multiple resis-
tance mechanisms, including the ECM, which
would prevent drug diffusion by acting as a physi-
cal barrier. This could contribute to the overall
mortality with IA, which remains high, despite the
use of newer broad-spectrum antifungal agents
and diagnostic adjuncts (Segal et al., 2007).

Different studies characterized fungal and bac-
terial biofilms (Nunez et al., 2005; Jonas et al.,
2007; Oh et al., 2007) and the mechanisms
involved in their adhesion to different surfaces
(Beech et al., 2002). Difficulties in accurate detec-
tion of the ECM over a generic substrate (i.e.,
glass, catheter, cells, etc.) are commonly experi-
mented with a number of different biofilms and
surfaces. Nevertheless, different studies showed
that atomic force microscopy technique is able to
detect the properties of fungi biofilm with a
nanometer resolution (Papi et al., 2012).

In the present study, we investigated the effects
of combinations of Amphotericin B (AMB), a
macrocyclic, polyene broad-spectrum antifungal
agent, and its lipid preparation (LAMB) with an
enzyme (Alginate Lyase, AlgL) against preformed
A. fumigatus biofilms, in an attempt to instill new
therapeutical strategies for IA. To detect the

effects of AlgL on A. fumigatus biofilm we used
atomic force microscopy (AFM), an emerged pow-
erful technique for the analysis of microbial sys-
tems (Wright, 2010).

Materials and Methods

Fungal organisms, culture conditions, and
inoculum preparation.

The A. fumigatus Af293 (ATCC MYA-4609, CBS
101355) type strain (28) and 31 clinical isolates
were used throughout this study. All the isolates
were retrieved from their frozen glycerol stocks
and were streaked on fresh Sabouraud dextrose
agar (Kima, Padua, Italy) plates, until good sporu-
lation was achieved following incubation at 37°C.
For all experiments, conidial suspensions in RPMI
1640 medium (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) were
obtained as described elsewhere (Fiori et al.,
2011; Pierce et al., 2008) and used to prepare the
inocula (see below).

Biofilm formation
A. fumigatus biofilms were grown statically for

24 h at 37°C on 13-mm-diameter glass coverslips
(Bioscience Tools, San Diego,CA) placed into a
standard 24-well cell culture plate (Thermo
Scientific), by dispensing a cell inoculum pre-
pared as described above into selected wells of
the plate(s). After biofilm formation, the medium
was aspirated and the plates were washed in ster-
ile phosphate-buffered saline (PBS) to remove
planktonic and/or nonadherent cells. Biofilm
biomass was assessed as described elsewhere
(Mowat et al., 2008). Briefly, biofilms were stained
with 0.5% (wt/vol) crystal violet solution for 5 min,
rinsed with distilled water, and destained with 95%
ethanol. The absorbance was measured at 490 nm
with a microtiter plate reader (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) in order to determine
the quantity of biological material produced (data
not shown).

Antifungal and AlgL solutions.
Standard powders of the following antifungals

were used: AMB (Sigma-Aldrich) and LAMB
(Gilead Sciences, Milan, Italy). Their stock solu-
tions were freshly prepared according to the man-
ufacturers’ guidelines. The AlgL from
Flavobacterium species (28,000 U/g) was pur-
chased as a pure substance from Sigma-Aldrich,
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and a stock solution was freshly prepared in ster-
ile PBS. 

Determination of MIC
The MICs for planktonic cells (PMICs) were

determined with the reference Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) M38-A2
broth microdilution method using final drug con-
centrations that ranged from 0.008 to 8 g/mL for
both the AMB and LAMB antifungals. Briefly, for
each A. fumigatus isolate, a conidial inoculum
was prepared in RPMI 1640 medium and quanti-
fied to achieve a final concentration of 0.4¥104 to
5¥104 conidia/mL. Following incubation of the
microtiter plates for 48 h at 37°C, MIC (inhibitory
concentration [IC]) endpoints were defined as the
lowest drug concentrations that caused complete
visible inhibition of growth compared with that of
the drug-free growth control (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2008). Testing of
each isolate was performed in triplicate.

AFM imaging and force measurement
To further evaluate the effect of both AMB for-

mulations in combination with AlgL, samples for
AFM studies were prepared as previously
described (Papi et al., 2012). Briefly, 24-h-old A.
fumigatus biofilms that were formed on glass
coverslips as mentioned above were treated with
AlgL (10 U/mL), AMB (4 μg/mL), and LAMB
(4 μg/mL) or with their combinations at 37°C for
24 h. Samples were then rinsed gently with ultra-
pure water and air dried for AFM imaging and
force spectroscopy by using a NanoWizard II
atomic force microscope (JPK Instruments,
Berlin, Germany) in conjunction with an optical
microscope (Axio Observer; Carl Zeiss, Milan,
Italy). Atomic force micrographs were collected in
contact mode using Si3N4 cantilevers (CSC16;
Mikromasch USA, San Jose, CA) with the manu-
facturer’s quoted resonance frequencies of 10 kHz
(range, 7 to 14 kHz) and force constants of 0.03
N/m (range, 0.01 to 0.08 N/m) in air. Scanning
across the sample surface in the x and y directions
was performed at a scan speed of 1 Hz. The
images shown are typical results, and they were
recorded in height mode. Moreover, to detect the
effects of AlgL on ECM we build Root Mean
Square (RMS) images for each sample. RMS image
visualizes areas with high height local value varia-
tion. The RMS of deviations from the mean value
of a circular neighbourhood of radius 2.5 pixels

centered around each sample is calculated and
displayed. To analyze the adhesion force over the
biofilm surface, force curves were acquired by
recording the cantilever deflection as a function of
the vertical displacement of the samples (Papi et
al., 2012), in order to give the variation of the
deflection signal per nanometer. During the force-
distance measurement, the scanning rate in the z
direction was performed at 1 Hz. A Gwyddion
image viewer (http://gwyddion.net) was used to
analyze high-resolution topographic images (500
by 500 lines per scan) of the surface changes (e.g.,
height [in nanometers]), as well as force-distance
measurements over the sample surface. Values
were averaged from force curves collected in trip-
licate at 10 different points on the surface of
mature biofilms for five areas per sample from
each experimental condition.

Results

In order to examine the substructural effects of
AlgL when tested in combination with AMB or
LAMB on glass-formed A. fumigatus Af293
biofilms we carried out an AFM study involving
imaging and adhesion measurements. Therefore,
five treatment groups were studied: (i) AlgL at 
10 U/mL (AlgL-10), (ii) AMB at 4 μg/mL (AMB-4),
(iii) LAMB at 4 μg/mL (LAMB-4), (iv) AMB-4 plus
AlgL-10, and (v) LAMB-4 plus AlgL-10.
Representative AFM images of biofilm-embedded
hyphae scanned in air are shown in Figure 1.
Treated hyphae exhibited little variation in mor-
phology compared with the morphology of those
that were untreated, in spite of differences in their
texture features. In Figure 1 (middle), we show
representative magnification images of ECM. We
observe when the Af293 biofilms were treated
with AlgL alone and in combination with AMB or
LAMB (samples from groups i, iv, and v) the pecu-
liar mesh size, visible in untreated sample (A),
totally disappear. Moreover, Alg + LAMB sample
(Figure 1D) shows the presence of liposomal par-
ticle, as expected, on hyphae and external sur-
faces. These differences are also highlighted in
RMS images (Figure 1-bottom) 

In Figure 2A, it was displayed the plot of hyphal
height data from all five treatment groups.
Interestingly, although there was a significant
(P<0.01) difference between AMB and LAMB in
their effects on hyphae, the presence of AlgL sus-
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Figure 1. Atomic force micrographs of mature A. fumigatus Af293 biofilms imaged before treatment (A)
and after treatment with AlgL (B), AlgL-AMB (C), or AlgL-LAMB (D). Topographic images (top) show
hyphae from each experimental condition, as indicated, after they were grown as sessile cells for 24 h
at 37°C in static and aerial environments. In the middle, magnification images (Size area 1μm2) reveal
more details in ECM biofilm texture. Finally, root mean square (RMS) images (bottom) of magnifica-
tion images (Size area 1 μm2) depict clear differences in mesh size structure between treated (B to D)
and untreated control (A) samples.

Figure 2. Biophysical properties of untreated 24-h-old A. fumigatus Af293 biofilms in RPMI 1640
medium and of biofilms treated for a further 24 h with AlgL or a polyene antifungal (AMB or LAMB)
alone and with the AlgL-antifungal combinations, as measured by AFM. Averages of hyphal height (A),
ECM-RMS (B) and adhesion force measured on hyphae surface (C) and ECM (D) from three indepen-
dent experiments are shown. Error bars indicate the standard errors of the measurements.

Microscopie 14.qxp_Layout 1  30/03/17  14:40  Pagina 40



41 Settembre 2014   microscopie

CONTRIBUTI SCIENTIFICICONTRIBUTI SCIENTIFICI

tained such a difference, while significantly
(P<0.01) improving the antihyphal activity of both
AMB and LAMB compared with that of each anti-
fungal alone. Moreover, as showed in Figure 2B,
the effects of AlgL are prominent on ECM where
the hole formation, due to enzyme, reflects upon
an increase of RMS. The combination of AlgL and
LAMB produces a statistically significant enhance-
ment (P<0.001) of RMS value indicating a syner-
gistic effect of both. Moreover, as attested to by
adhesion force microscopy measurements, we
found that the amount of adhesive values was sig-
nificantly increased for all Af293 biofilms treated
with AlgL (P<0.01) or antifungal drugs (AMB or
LAMB; P<0.05), as well as with the AlgL and anti-
fungal drug (AMB or LAMB) combinations
(P<0.001), compared to that for untreated biofilms
as measured on ECM (Figure 2C) and hyphae sur-
face (Figure 2D). However, noticeable increases
were especially seen for samples from treatment
groups i (AlgL alone), iv (AlgL plus AMB), and v
(AlgL plus LAMB). Once again, AlgL significantly
potentiated the AMB (P<0.05) and LAMB (P<0.01)
effects, and this finding was markedly evidenced
for LAMB rather than for AMB, despite a slight dif-
ference between the antifungal drugs when used
alone that favoured LAMB, but not significantly
(Figure 2C-D).

These results suggest that the loss of hydropho-
bicity subsequent to enzymatic treatment dimin-
ishes the entrapment of AMB (and LAMB) in the
ECM, thus accounting for the enhanced reduction
of hyphal thickness in Af293 biofilms treated with
the AlgL-antifungal combination.

Discussion

A. fumigatus is now a leading fungal pathogen,
and one of the most significant opportunistic fungi
in a range of patient groups including cystic fibro-
sis patients, HIV-positive patients and other
immuno-compromised individuals (Cimon et al.,
2001; Singh, 2005). These infections are typified by
intricate networks of hyphae that develop from
inhaled conidia (Shibuya et al., 2004). 

The colony surface of A. fumigatus revealed the
presence of a hydrophobic matrix that cohesively
bonds hyphae into a contiguous sheath. The
reduced permeability of the extracellular matrix

delays penetration of the drugs into the cells and
enhance the  resistance of A. fumigatus to antimi-
crobial agents.

In such a context, combined use of a conven-
tional antifungal with AlgL may provide an effec-
tive therapeutic approach, although no experi-
ment addressed the activity or longevity of the
enzyme under our assay conditions. If AlgL is
short-lived, repeated applications at lower con-
centrations might be significantly better than sin-
gle higher doses. In a clinical setting, AlgL can be
administered as an injectable alginate-dissolving
solution with minimal toxicity in vivo for the con-
trolled release of the therapeutic agent. 

The concentrations required and the implica-
tions of AlgL in experimental IA have yet to be
determined, and further in vitro studies are need-
ed to test the ability of AlgL to prevent biofilm for-
mation. However, by interfering with the A. fumi-
gatus biofilm matrix, it is possible that AlgL max-
imized the efficacy of both AMB and LAMB,
although we did not specifically evaluate this
hypothesis. Testing a second antifungal in a differ-
ent class in parallel would certainly have strength-
ened our observations, but our observations rein-
force the idea of the importance of the biofilm
matrix in antifungal resistance, pointing to the use
of EPS-degrading enzymes as a promising strategy
to improve the management of biofilm-associated
infections. 

In this study we used atomic force spectroscopy,
allowing an accurate determination of the
biofilm’s hydrophilic characteristics by measuring
the interaction force between the AFM tip and the
outer samples surface with the resolution of the
tip contact area of 10 nm, to detect AlgL effects in
combination with classical antifungal drugs (AMB
and LAMB). In particular, local hydrophilic and
electrostatic A. fumigatus properties and the
biofilm formation and lysis have been discriminat-
ed together with morphology and topography
properties. 

We demonstrated that AlgL can greatly reduce
the extent of the A. fumigatus biofilm forming
several fractures that allows the drug transit and
thus enhances the antifungal drug effect on the
cell walls. We feel that clinical practice will benefit
for this approach, by quantifying biofilms formed
on medical devices (i.e., catheters) or evaluating
the in vitro antifungal drug susceptibility.
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so ordine in cui compaiono nel manoscritto. Le fotografie saranno stampate a
colori solo se necessario e il costo sarà addebitato agli Autori. 
In base a criteri di rilevanza scientifica e qualità artistica, potrà essere scelta per
la copertina una figura dai lavori accettati per la pubblicazione.

ISTRUZIONI AGLI AUTORI
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