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FIB-­‐SEM	
  en	
  biologie	
  

Préparation des échantillons 
 
Paramètres FIB-SEM à definir 
 
Préparation de la surface à imager : Atlas 3D 
  
Acquisition / analyse 
 
Modélisation 3D 
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•  Résolu>on	
  sur	
  larges	
  volumes	
  3D	
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  Organisme	
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•  Microscopie	
  corréla>ve	
  (CLEM)	
  
à Interac>ons	
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à Parasite	
  responsable	
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Organismes	
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  Trypanosomes	
  

Challenges for FIB-SEM in biology 
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Chemical fixation by glutaraldehyde  
Post fixation with Osmium tetroxyde and potassium ferrocyanide 
Incubation with Tannic acide 
Post fixation with Osmium tetroxyde 
Dehydration 
Embedding in resin 
Polymerization 
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Organismes	
  isolés	
  :	
  Trypanosomes	
  

Challenges for FIB-SEM in biology 
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Post fixation with Osmium tetroxyde 
Dehydration 
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  (free!)	
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Visualisa>on	
  3D	
  



à Résolu>on:	
  Taille	
  de	
  Voxel	
  =	
  10nm	
  pour	
  un	
  volume	
  de	
  10	
  µm	
  

	
  
En	
  biologie,	
  evenements	
  rares	
  :	
  approche	
  CLEM	
  

Organismes	
  isolés	
  :	
  Trypanosomes	
  

Définir une région d’interet par 
immunofluorescence 

Informations de structure, 
haute résolution, localisation 
de protéines de surface



Salmonella	
  thyphimurium	
  
à	
  Responsable	
  intoxica>ons	
  
alimentaires	
  
	
  
	
  
Etude	
  infec>on	
  stade	
  précoce	
  	
  
Implica>on	
  de	
  proteines	
  impliquées	
  
dans	
  l’endocytose	
  (VAMP7)	
  

Interac>on	
  Hôte-­‐pathogène	
  

���������
�����

��

�����

	��
��
�


	��
����������

	��
���������

��
�����������
�����������������

	��	�����


����������������



Interac>on	
  Hôte-­‐pathogène	
  

Fixation  
Post fixation / Contrastants 
Déshydratation 
Inclusion en résine 

Échan>llons	
  :	
  Cellules	
  infectées	
  par	
  S.	
  typhimurium	
  en	
  culture	
  sur	
  des	
  boites	
  
spécifiques	
  (repères	
  alphanumériques)	
  
	
  
à	
  Imagerie	
  FLM	
  	
  :	
  Région	
  d’interêt	
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3.	
  Prépara>on	
  de	
  la	
  surface	
  à	
  imager	
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FIGURE 11 : PREPARATION DE LA TRANCHE DE LA SURFACE A IMAGER VIA ATLAS3D 
Image SEM avec un détecteur d’électrons secondaires de la tranche de la surface préparée d’un 
échantillon inclus en résine. Les marques creusées dans le platine sont visibles sur la tranche de 
l’échantillon (entourées en bleu). 

Epaisseur de platine Marques 
FIB-SEM 

2!m 

FIGURE 10 : PREPARATION DE LA SURFACE A IMAGER VIA ATLAS3D 
Images SEM avec un détecteur d’électrons secondaires. La grille alphanumérique (a) permet de se 
repérer et de trouver la cellule d’intérêt (b). La surface de l’échantillon inclus en résine est ensuite 
protégée par une première couche de platine (c) pour y graver différentes marques (d). Les marques 
extérieures creusées en forme de V inversé permettront de faire l’ « autotracking » et les trois 
marques centrales permettront de faire l’autofocus de manière automatisée par le logiciel Atlas3D® 
à partir de la tranche de l’échantillon (en jaune). 

a. Repères alphanumériques 

Platine 

Position BM 
200!m 20!m 

10!m 4!m 

b. Cellule d’intérêt 

c. Protection de la zone d’intérêt d. Création des marques dans le platine 



Interac>on	
  Hôte-­‐pathogène	
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  d’images	
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Vidualisa>on	
  3D	
  



Voxel	
  size	
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FIGURE 14 : CLEM/FIB-SEM 
La même cellule infectée par Salmonella imagée en microscopie photonique (a) et en FIB-SEM (b). 
Une région d’intérêt définie en fluorescence (ROI) a été imagée à haute résolution en FIB-SEM. 
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FIGURE 15 : VISUALISATION 3D 

Le logiciel Amira® a été utilisé pour la modélisation en couleur et la visualisation 3D. Le volume 3D 
est illustré par des prises d’images (a, b, c, d), les bactéries ont été modélisées en vert et la cellule en 
jaune/orangé. (Barres d’échelles = 2!m) 

-­‐  Corréla>on	
  des	
  
informa>ons	
  obtenues	
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-­‐  Visualisa>on	
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  surface	
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Une région d’intérêt définie en fluorescence (ROI) a été imagée à haute résolution en FIB-SEM. 
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•  FIB-­‐SEM	
  :	
  informa>on	
  surface	
  et	
  intracellulaire	
  
•  Atlas	
  3D	
  à	
  confort	
  larges	
  volumes	
  
•  Méthode	
  	
  -­‐	
  longue	
  	
  

	
  -­‐	
  couteuse	
  
	
  
Le	
  +	
  	
  :	
  
Surface	
  SEM	
  /	
  info.	
  Intracellulaire	
  TEM	
  
Larges	
  Volumes,	
  isotropes,	
  10nm	
  (voxel	
  size)	
  
	
  

Conclusions	
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3View ou SBF 

JM.	
  Verbavatz	
  

FIB/SEM	
  tomography	
  with	
  TEM-­‐like	
  resolu>on	
  for	
  3D	
  imaging	
  of	
  high-­‐pressure	
  frozen	
  cells,(2012)	
  	
  Paul	
  Walther	
  et	
  al.	
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