
Bases de la Microscopía confocal 

Light amplification by 
stimulated emision of 
radiation 



L.A.S.E.R 

http://www-alphys.physics.ox.ac.uk/research/groups/laser/lasers.html 



Pinhole 

http://www.leica-microsystems.com/science-lab/confocal-microscopy-optical-path/ 

Rebanada óptica en µm, modificable según Airy units del pinhole 



PSF 



Spinning disk 

Presenter
Presentation Notes
Advantages:
Can image very rapidly ( image collection not limited by scanning mirrors
2.  Use of cooled CCD camera yields lower noise than PMT (un-cooled) higher quantum yield

Disadvantages:
Light path not efficient (need powerful light source)
Fixed pixel size
Disk needs to match objective
Lose spatial control of excitation field
Problem with very thick samples




Barrido via spinning disk 



Distancia entre los pinhole 



Presenter
Presentation Notes
CCD detection, Much higher quantum efficiency Than PMT






Fluorescencia Confocal 



Errores Frecuentes 

• Datos que ubican dos proteínas en un mismo lugar, 
solo el 50% es correcto. 
 

• 5-10% de las imágenes no corresponden con el texto. 
 

• Utilización de dos sondas fluorescentes que se exiten 
en una onda muy parecida o elección mal de un filtro. 
 



Errores Frecuentes 

• Autores y editores buscan más la forma estética de la 
imagen que el contenido científico del articulo. 
 

• Uso de microscopio por personal entrenado y 
planificación de los experimentos. 
 

• Detallar en los paper más los materiales y métodos de 
las imágenes capturadas (por ej filtro utilizados). 
 



Recomendaciones 

• Elegir el método correcto para el tejido estudiado. 
 

• Preparar las muestras con cuidado según tipo de 
célula y sonda. 
 

• Elegir el medio de montaje adecuado. 
 

• Seleccionar el lente objetivo con cuidado ya que un 
objetivo de baja resolución pueden sugerir dos 
proteínas se encuentran juntos mientras que una 
resolución alta puede separarlos. 

Pearson H.; Nature vol 447: 138-140 





Recomendaciones 

• Seleccionar adecuadamente las sondas y filtros, ppl% que 
no se solapen en sus espectros de emisión y excitación. 
 

• Evitar aberraciones cromáticas y esféricas. 
 

• No saturar la imagen. 
 

• No seleccione la célula ideal (randomizar los campos). 
 

• Mantenga a sus células vivas y felices. 

 
Pearson H.; Nature vol 447: 138-140 





Fin 
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Sample 

Sample Mounting 

Upright Scope Inverted Scope 

Slides etc Petri dishes, plates etc 

Cells, yeast etc 

Fast event 

Epi-Fluorescence 

Spinning Disk Confocal 

Resonant Scanner 

Yes No 

Epi-Fluorescence 

Structured Illumination 

Laser Scanning Confocal 
Specimen 10-30µm Thick 

Fast event Laser Scanning Confocal 

Multiphoton 

No Yes 
Deconvolution 

Spinning Disk Confocal 

Resonant Scanner 

Specimen > 30µm Thick 

Fast event 
No Yes Multiphoton with 

Resonant Scanner 
STED, SIM, SOFI, 
PALM 
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