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Emploi de I'nltra-microscope 4 éclairage bilatéral

L' EXAMEN SUR FOND CLAIR

PAR

Ch. SPIERER
(Avec 1 fig. et 2 planches.)

Nous avons publié, en juin 1926, une premiere description
de I'ultra-microscope a éclairage bilatéral dans le volume 8,
5me période, de ce recueil . Dans la susdite communication,
nous avons presque exclusivement traité de I’éclairage sur
fond noir, tel qu'on peut le réaliser avec le dispositif précité;
nous avions, cependant, prévu dés le début de nos recherches
que des résultats intéressants auraient pu étre obtenus par
quelques modifications de 'appareil primitif, aptes a le rendre
utilisable pour ’éclairage bilatéral sur fond clair. Nous avons,
ces derniers temps, procédé a ces modifications, et, les ayant
essayées avec quelque succés, nous nous proposons de les
décrire ici-méme. ’

Pour réaliser 1’éclairage bilatéral sur fond clair nous n’avons
rien eu 4 changer dans la construction du condensateur déja
décrit en Juin 1926. Les modifications ne portent donc que sur
Pobjectif spécial décrit a cette méme époque et consistent
essentiellement en ce que la rondelle métallique, réfléchissante
et opaque, que contenait I’objectif, a été remplacée par une
pellicule métallique déposée chimiquement, cette pellicule

1 Archives, 8 (5), p. 121 (1926).
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étant si fine qu’elle laisse passer par transparence le 40 9,
environ de la lumiére qui la frappe, tandis que le 60 9%, de la
lumiére est réfléchi dans la direction de I'objet et concentré
sur ce dernier par les lentilles mémes de I'objectif.

Dans nos derniéres expériences le réflecteur interne contenu
dans I'objectif a été constitué par une rondelle de glace plan-
paralléele et bien polie, vissée dans la pupille de l'objectif;
sur I'une des faces de cette rondelle,on a déposé chimiquement
une couche d’or qui en couvre toute la surface, ou bien la partie
centrale seulement, et qui est réfléchissante pour le 60 %, de la
lumiére, tandis qu'elle est transparente pour le 40 9%, La
Maison Nachet de Paris a bien voulu nous préter son concours
pour la préparation de ces rondelles dorées.

Pour I'observation sur fond clair on emploiera done le conden-
sateur décrit en Juin 1926 et un objectif & immersion modifié
comme ci-dessus. La source lumineuse ne devra pas étre d’in-
tensité exagérée pour Pexamen subjectif, vu que, dans ces
conditions, I’ceil recoit des rayons directs émanant de la source
et serait 1ésé par une lumiére trop éblouissante: une ampoule
de 50 a 100 bougies est suffisante, et il y a souvent avantage,
suivant la nature des préparations a examiner, & rendre la
lumiére monochromatique par des filtres convenables.

La figure ci-aprés indique schématiquement la nature des
rayons qui convergent sur I’objet. L’objet (10) est éclairé
de bas en haut par les faisceaux obliques (1) et (2) donnés par
les surfaces réfléchissantes du condensateur, et par le faisceau
central (3) donné par la lentille centrale que contient le conden-
sateur; il est, en outre, éclairé de haut en bas par les faisceaux
obliques (4) et (5) qui lui sont renvoyés par le réflecteur du type
Lieberkiihn (9) et, finalement, par le faisceau central (6) qui
provient de la réflexion d’une partie de la lumiére éclairante
sur la pellicule d’or (7) que porte, en son centre, la rondelle
de glace (11); ce faisceau central est concentré sur I'objet par
la ou les lentilles de I'objectif, par exemple la lentille (6) qui
figure dans ee schéma. On peut dire que, dans ces conditions,
I'objet est pratiquement éclairé de tous cotés et de facon
assez homogeéne.

Avec ce mode d’éclairage on s’écarte toutefois des conditions
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de I'éclairage ultra-microscopique qui impliquent un contraste
frappant entre la luminosité des particules vivement éclairées
et le fond parfaitement sombre; ici le champ est clair, mais cela
n’empéche pas certaines particules et structures, qui sont au-
dessous du seuil de visibilité en microscopie ordinaire, d’ap-
paraitre avec netteté sous cet éclairage plurilatéral et convergent
et encore avec 'avantage appréciable d’'une image microsco-

1 7 b
& SRNOTRND0S
9 8 f—6
4 5
10
/l

/7 %
// |’\

Schema du dispositif pour examen sur fond clair.

2

pique plus compléte puisque les rayson directs, transmis
par I'objet, traversent ’objectif, méme en sa partie centrale,
et contribuent, cette fois, ala formation de I'image en association
avec les rayons diffractés. Un autre avantage de cette méthode
¢’est qu’elle est applicable aux structures relativement grossieé-
res, par exemple aux coupes histologiques, qui ne sont pas aptes
a 'examen sur fond noir.

D’ailleurs la question de l'éclairage en microscopie a été
ces derniers temps I’objet d’études théoriques tres appro-
fondies dont les conclusions nous paraissent indiquer que nos
recherches expérimentales sont orientées dans la bonne voie.
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Ainsi, d’un travail récent de M. le Dr M. Berek de Wetzlar *
nous extrayons le passage suivant:

Un systéme optique est d’autant plus susceptible de donner une
image exacte d’un corps non-lumineux par lui-méme que I’éclairage
de ce corps répond davantage a la condition d’équivalence.....

Il y a cependant des raisons pour ne pas réaliser complétement
dans chaque cas les conditions de parfaite équivalence; ainsi la réa-
lisation de I’éclairage homogene et omnilatéral se heurte a certaines
difficultés techniques..... -

Par conditions d’équivalence I'auteur entend principalement
Téclairage omnilatéral sous lequel, comme il Pexplique abon-
damment, un corpuscule non-lumineux par lui-méme fonctionne
comme 8’1l était lumineux, ce qui facilite I'obtention d’une image
- microscopique exacte. Or, les étapes que nous avons déja
franchies au cours de notre travail expérimental nous permettent
de croire que les dispositifs que nous avons déja décrits nous
rapprochent dans la pratique de ces conditions idéales d’équi-
valence et que les difficultés techniques qui s’opposent encore a
la réalisation parfaite de ces conditions ne sont pas entiérement
insurmontables.

A titre d’exemple, pour illustrer les résultats que donne
Péclairage bilatéral sur fond clair, nous nous référons aux deux
planches ci-contre. ‘

La planche II représente une pellicule excessivement fine
«de collodion sec & un grossissement de 2250 diamétres. Cette
microphotographie a été obtenue par I'éclairage bilatéral en
- lumiére verte, avec emploi du condensateur spécial décrit

-dans les «Archives » en Juin 1926 et d’un objectif T% a immer-

sion muni d’une rondelle dorée sur toute sa surface; I'arc
£lectrique a servi de source lumineuse.

On remarque trés nettement dans la planche 1T une structure
sut generis qui n’est pas visible dans la planche 11I obtenue par
éclairage ordinaire en lumiére verte avec emploi d’un condensa-

5 g 1 ¢ s :
teur Abbe et d’un objectif 7z & immersion du type courant.
1 M. BEREK, Eniwickelung und gegenwdrtiger Stand der Lehre

von der Abbildung im Mikroskop, Universitits-Buchdruckerei. Mar-
burg, 1927, p. 269.
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Le grossissement est donc le méme pour les deux planches;
dans toutes les deux on remarquera un trait oblique qui repré-
sente la méme crevasse dans la couche de collodion. Quant
aux points noirs qu’on peut voir sur les deux planches, ils pro-
viennent de grains de poussiére qui préexistaient dans I'ocu-
laire du microscope, ou qui sont tombés dans la goutte
d’huile de cédre au moment du changement d’objectifs; ce
changement a, d’ailleurs, donné lieu a un léger décentrage
qui se remarque par les positions un peu différentes de la
crevasse dans le champ.

Si nous avons encore repris la pellicule de collodion comme
objet d’épreuve, c’est qu’elle se préte admirablement & ce but
particulier, étant formée d’éléments trés ténus et invisibles
par les moyens ordinaires.

Pour obtenir la pellicule, nous trempons un porte-objet ou
bien un couvre-objet dans du collodion dilué dans 50 fois
son volume d’éther; la lame de verre est séchée a la température
ordinaire et I'une de ses surfaces est nettoyée avec un mélange
d’alcool et d’éther; il ne reste donec une couche de collodion:
que d’un c6té de la lame. Le milieu d’immersion est ’air dans
chacun des deux cas; il ne faut donc pas faire usage de baume de
Canada; mais il faut fixer le couvre-objet sur le porte-objet &
la cire et par ses bords seulement.

Les pellicules ainsi préparées présentent parfois dans leur
masse ou leur surface des irrégularités assez grossiéres et faci-
lement visibles qu’il ne faudrait pas confondre avec la structure
colloidale caractéristique. Ainsi la contraction de la pellicule
pendant sa dessiccation peut donner lieu & des plissements,
des crevasses, des petits trous trés nombreux; mais toutes ces
irrégularités n’ont rien & voir avec la structure intime qui reste
un fait acquis.
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