
SOP – Microscopio Nikon Ti2‑E/AX‑R/NSPARC/FLIM FOV (25mm) 

BREVE GUIDA D’UTILIZZO PER UTENTI ESPERTI SOTTO SUPERVISIONE 

La Procedura Operativa Standard (SOP) descrive, in modo dettagliato, le attività necessarie per 

l'utilizzo corretto e sicuro del sistema confocale NIKON con detector NSPARC integrato con il 

modulo PicoQuant per acquisizioni di immagine e FLIM/FCS. È rivolta a utenti esperti autorizzati 

che operano sotto supervisione. Gli utenti possono eseguire acquisizioni complesse solo dopo 

formazione e con la presenza (fisica o remota, secondo le regole del laboratorio) del supervisore 

autorizzato. 

 

Controlli preliminari (prima dell'accensione) 

➢ Verificare prenotazione e autorizzazioni. 

➢ Controllare l'integrità fisica del sistema: cavi, interruttori, coperture e interlock. 

➢ Assicurarsi che le sorgenti di alimentazione e i sistemi di raffreddamento/ventilazione siano 

attivi. 

➢ Preparare il campione su portaoggetti pulito e verificare l'idoneità del medium di immersione. 

➢ Verificare posizione altezza minima obiettivo. 

➢ Verificare disponibilità DPI. 

 

Sequenza di accensione  

Seguire sempre anche il manuale del fornitore per l'ordine esatto di accensione dei laser e per il warm-

up; alcuni laser richiedono tempi di stabilizzazione. 

1. Premere su ON alimentatore generale a six del microscopio Nikon (video 1, foto 1).  
 

 
            Foto 1 

 

2. Aspettare l’accesione dele luci verdi sul microscopio. In seguito accendere la ciabatta dietro 

il microscopio (video 2, foto 2). La ciabatta è collegata al sistema PicoQuant; al compressore; 

all’alimentazione laser.  

 

 
         Foto 2 

 

3. Controllare l’accensione di una luce bianca sul PQ LU 4/6. A seguire la luce bianca diventerà 

verde, solo allora girare la chiave per accensione laser (foto 3), da STAND-BY a ON. 



 
   Foto 3 

 

4. Premere su ON DUX-VB, AX Nikon (video3, foto 4) 

 

 
   Foto 4 

 

5. Accendere il PC di controllo e attendere il boot completo. Password: nikon.  

6. Avviare sul desktop il programma NIS-Elements (software Nikon) scegliere opzione 

acquisizione (foto 5). Dal menu iniziale è possibile selezionare tre opzioni di acquisizione:   

- AX with PicoQuant → Confocale + PQ;  

- AX → Confocale  

- Passive Mode → Modalità offline (data re-process) 

 

 
         Foto 5 

 

Effettuare controlli funzionali base (controllo motori, movimento stage, messa a fuoco grossolana). 

Abbassare obiettivo distanza di sicurezza – 482.8 µm. In alternativa utilizzare la funzione escape 

(foto 6). La funzione Escape riguarda in genere lo stage motorizzato e serve come comando di 

emergenza/sicurezza. i) Interrompe immediatamente i movimenti dello stage motorizzato. ii) 

Riporta lo stage in una posizione di sicurezza (tipicamente allontanando l’obiettivo dal campione o 



spostandolo in una zona definita). iii) Previene collisioni accidentali tra obiettivo e campione (molto 

utile con obiettivi ad immersione e campioni spessi). iv) Tiene memoria della posizione precedente 

al comando, permettendo di tornare in sicurezza alla stessa distanza obiettivo-porta campione. N.B:  

Usare il tasto Escape ogni volta che il campione rischia di urtare l’obiettivo. Dopo l’escape, 

controllare sempre manualmente la posizione prima di riprendere i movimenti. Il pulsante 

Escape è un requisito di sicurezza di base (foto 7). 

  
Foto 7 

 

Manopole sul joystick (foto 8). L’obiettivo si allontana dal campione senso orario (verso il muro); 

obiettivo si avvicina al campione senso antiorario (verso di noi). Premendo il tasto >> sulla manopola 

si seleziona la modalità veloce di spostamento sull’asse z. 

 

  
Foto 8 

 

Sicurezza Utente: 

- Verificare che gli interlock laser siano attivi. 

- Assicurarsi che le porte del comparto ottico siano chiuse. 



- Nel caso di emissione laser, non lasciare mai il percorso ottico scoperto. 

 

Preparazione e caricamento del campione 

➢ scelta obiettivo dalla sezione Nosepiece (vedi Foto 7) 

➢ Pulire l'obiettivo appropriato con panno morbido e, se necessario, con alcool isopropilico (solo 

per il 100x oil mentre per 10x e 20x obiettivi ad aria  non è necessario).  

➢ Montare il campione sul portaoggetti; usare coprioggetti corretti per spessore. 

➢ Posizionare il campione sul portaoggetti del microscopio e fissarlo. 

➢ Usare luce trasmessa (DIA) o epifluorescenza (D-LEDI) a bassa potenza per la messa a fuoco 

iniziale dal microscopio (foto 9a-b). Abilitata una di queste due funzioni il microscopio può 

essere usato per la messa a fuoco manuale (foto 10). Alternativamente si può lavorare 

direttamente sul computer in confocale (AX) per la messa a fuoco. 

 

 
Foto 9 (a-b)                                                               Foto 10 

 

➢ Scelta del detector, scanner e ulteriori dettagli sperimentali verranno approfonditi durante il 

training. 

➢ Per funzioni avanzate come AX-NSPARC e AX-Flim & FCS si rimanda alle necessità 

dell’utente e quindi a training specifico. 

 

Impostazioni di acquisizione (linee guida).  

Obiettivo: scegliere l'obiettivo adatto (n.a. elevata per risoluzione). Verificare immersione. 

Pinhole: impostare come punto di partenza 1 AU; ottimizzare in base SNR e profondità di campo. 

Risoluzione: impostare pixel size in modo da rispettare Nyquist (calcolare in base all'obiettivo e 

lunghezza d'onda). 

Velocità di scansione /dwell time: scegliere valore che garantisca conteggi statisticamente validi 

senza saturare. 

Laser power: usare la minima potenza necessaria per ottenere segnale accettabile; evitare 

fotobleaching. 



Formati di acquisizione: salvare file grezzi (formato nativo NIS/SymPhoTime) e esportare TIFF o 

SPC secondo policy di archiviazione. 

Scelta dei laser: selezionare Experiment setup > Edit > scegliere il laser in base al dye. Da Channel 

Series selezionare la modalità di acquisizione (Fast: acquisizione simultanea veloce; minimal cross 

talk: acquisizione sequenziale per ridurre la sovrapposizione del segnale di pi fluorofori).  

 

Impostazioni dettagliate dell’esperimento e delle procedure di acquisizione verranno fornite 

durante il training. 

 

Salvataggio dati 

➢ Salvare i dati nella cartella USERS. Ci sarà una sottocartella per ogni RADR. 

➢ Nomi file: YYYYMMDD_UTENTE_SampleID_Metodo_Run#.ext (es. 

20250926_AB_Campione1_FLIM_R01.spc). 

➢ Salvare sempre i file nativi e una copia sul server di backup; non salvare mai i dati 

esclusivamente sul desktop locale. 

➢ Registrare nel registro strumento: ora inizio/fine, utente, supervisore, campione, note su 

problemi o anomalie. 

 

Procedura di spegnimento  

1. Terminare acquisizioni e salvare tutti i dati. 

2. Chiudere SymPhoTime e poi NIS-Elements. 

3. Spegnere i laser (seguendo procedura inversa rispetto all'accensione) 

4. Spegnere i rilevatori e gli altri moduli elettronici. 

5. Spegnere i controller (stage, ecc.) e poi il PC. 

6. Rimuovere il campione, pulire l'obiettivo (se immersione: rimuovere residui di immersion 

oil con carta per lenti e alcool isopropilico) e pulire l'area di lavoro. 

7. Compilare il registro strumento e segnalare al supervisore eventuali anomalie. 
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