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UN NOUVEL ULTRA-MICROSCOPE

A ECLAIRAGE BILATERAL

PAR

Ch. SPIEKER
(Avec 6 figures et G planches.)

Dans l'examen microscopique normal, I'objet se trouve
eclaire par transparence et son image agrandie est formee,
conformement ä la theorie d'Abbe, par deux sortes de rayons:
les uns, que nous appelons les rayons directs, arrivent äl'objectif
apres avoir traverse la preparation et sans subir de deviation
appreciable au niveau de cette derniere; ils sont cependant
modifies par l'absorption de certaines de leurs radiations dans

les structures de I'objet et sont, par consequent, moins intenses

que les rayons ayant passe autour de I'objet; ce qui fait que,
dans l'image microscopique normale, le champ est toujours
plus lumineux que I'objet lui-meme; la seconde categorie de

rayons, qui contribuent necessairement ä la formation de

l'image, est due ä la diffraction d'une partie de la lumiere eclai-

rante au niveau des structures de I'objet.
Dans ce qu'on appelle communement l'examen microscopique

sur fond noir, les rayons qui eclairent I'objet ne penetrant pas
directement dans l'objectif; ici, l'image n'est plus constitute

que par des rayons de lumiere diffractee ou diffusee au niveau
des structures et particules de I'objet, qui apparaissent alors
vivement eclairees sur un fond sombre. Lorsque cet examen sur
fond noir s'applique ä des particules materielles si petites qu'elles
ne seraient absolument pas discernables- sur un fond clair, on

parle d'observation ultra-microscopique et d'objets ultra-
microscopiques. Toutefois, les appareils courants d'eclairage
ultra-microscopique et sur fond noir sont identiques comme
construction et fonctionnement; pour simplifier, nous les desi-

gnerons tous par le terme « ultra-microscopique ».
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On a employe differents dispositifs pour realiser l'eclairage
ultra-microscopique.

Des 1'annee 1850, Wenham1 crea son condensateur parabololde
ä fond noir (fig. 1) dont derivent en droite ligne certains des

appareils les plus modernes et les plus repandus, comme, par
exemple, le condensateur paraboloide de Siedentopf. Dans le

modele de Nachet (fig. 2), la lumiere est concentree au niveau
de l'objet, sur une surface de tres faible etendue, apres double
reflexion sur miroir convexe et sur miroir concave.

Cotton et Mouton2 ont employe pour leurs recherches sur les

colloides un dispositif different (fig. 3), constitue par un bloc de

verre prismatique sur deux faces duquel la lumiere incidente
subit la reflexion totale; ceci se produit notamment sur la face

qui porte la preparation ä examiner. Remarquons que, dans
tous ces systemes, l'objet est, en definitive, eclaire obliquement,
de bas en haut.

1 F. Monpillard, Macrophotographie et Microphotographie, Doin,
Paris, 1926.

2 Cotton et Mouton, Les ultra-microscopes et les objets ultra-
microscopiques, Masson, Paris, 1908.
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Siedentopf et Zsigmondy1 employerent pour leurs recherches

communes sur les colloides, qui datent de 1903, un eclairage
intense ä peu pres perpendiculaire ä Vaxe du microscope (fig. 4).

Enfin, Siedentopf a indique une methode differente pour obtenir
l'eclairage sur fond noir, consistant ä eclairer l'objet parallele-
ment ä Faxe du microscope, de bas en haut, tout en interceptant
le faisceau eclairant par une petite surface plane taillee sur le

sommet de la lentille frontale et rendue opaque par du vernis

noir (fig. 5). Seuls, les rayons diffractes traversent l'objectif et

concourent ä la formation de l'image; l'objet apparait alors

vivement eclaire sur un fond sombre.
II est evident que, dans une question aussi delicate que celle

de l'eclairage d'objets microscopiques et ultra-microscopiques,
il ne peut pas etre indifferent d'eclairer ces objets obliquement,
parallelement ou perpendiculairement ä l'axe du microscope,

pour realiser un optimum de visibilite. L'experience et la
theorie indiquent, au contraire, que Tangle d'incidence du
faisceau eclairant joue, sous ce rapport, un role capital, comme

il en est, d'ailleurs, en microscopie ordinaire.
On doit done se poser la question: quelle est de toutes ces

methodes d'eclairage, preconisees par differents auteurs et

constructeurs, la plus apte ä l'examen ultra-microscopique
Nous avons essaye les divers precedes sur des series d'objets

de nature differente; en plus, nous avons introduit dans nos

experiences l'eclairage oblique coaxial venant de haut en bas

et l'eclairage vertical dirige egalement de haut en bas, ensuite

1 H. Siedentopf, Ueber die physikalischen Prinzipien der
Sichtbarmachung ultramikroskopischer Teilchen, Berlin, 1904.
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nous avons fait usage des rayons ultra-violets avec des objectifs
oculaires et condensateurs construits en quartz sur la base des

travaux de Köhler et von Rohr1; finalement, nous avons applique
Veclairage bicolore, que nous avons dejä decrit en 19212, mais
dont les premiers essais, qui sont dus ä Rheinberg3, remontent
ä l'annee 1896.

La conclusion ä laquelle nous ont conduit nos recherches,
c'est que chacune de ces methodes d'eclairage presente ses avan-
tages particuliers et ses insuffisances; que tel procede reussit

avec tels objets et que tel autre donne des resultats meilleurs

avec des objets de nature differente; que, d'autre part, dans une

meme preparation, telles structures ou particules apparaissent
sous une certaine illumination, tandis que de nouveaux details

ne nous sont reveles qu'ä la condition de modifier soit Tangle
d'incidence, soit la nature meme de la lumiere servant ä l'eclai-

rage. D'oü cette consequence pratique que, si nous voulons

porter l'instrument ultra-microscopique. ä son maximum
d'efficacite, il faut le construire de facon telle qu'on puisse
eclairer Tobjet ä examiner sous toutes sortes d'angles d'incidence

et en toutes sortes de lumieres. Cette synthese a ete

realisee dans l'appareil que nous avons presente le 3 juin 1926

ä la Societe de physique et d'histoire naturelle de Geneve, sous

le nom d'« ultra-microscope ä eclairage bilateral» et que nous

avons pu construire grace au concours de la Maison Nachet de

Paris.

L'appareil complet represents en coupe longitudinale par la

figure 6 se compose de deux organes distincts:
1° Un objectif special, de prefeience ä immersion, a l'interieur

duquel est placee, dans l'axe, une minuscule rondelle metallique,
dont la surface reflechissante (8), tournee vers la preparation,
renvoie sur celle-ci, de haut en bas, les rayons tels que (49) qui la

frappent apres avoir traverse l'objet de bas en haut. Cet objectif

1 Kohler et von Rohr, Mikrophotographische Einrichtung für
ultra-violettes Licht, Zeitschrift für Instrumentenkunde, p. 000 (1904).

3 Rheinberg, Multiple colour illumination, dans les Comptes
Rendus de la Royal Microscopical Society, 1896, p. 373.

3 C. Spierer, Expose d'invention dans brevet suisse N° 98827
(1921) et brevets additionnels Nos 100630 et 100631 (1922).
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ä lui seu] constitue un ultra-microscope ä eclairage bilateral
assez satisfaisant qui, chose importante, met l'ultra-micros-
copie ä la portee de toute personne possedant dejä un micros-

Fig. 6.

Archives, Vol. 8. — Mai-Juin 1926. 9
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cope ordinaire avec simple condensateur Abbe. Avec- cet

objectif, il suffit d'eclairer la preparation avec un faisceau de

lumiere tres etroit — on ferme le diaphragme-iris autant que
possible — et bien parallele ä l'axe, emanant d'une ampoule
electrique ä filament de type % Watt et de 25 bougies seule-

ment d'intensite, pour obtenir un eclairage ultra-microscopique
permettant, par exemple, de resoudre tres nettement les

granules colloidaux dans des pseudo-solutions comme Celles de

savon ou de collargol dans l'eau.

L'objectif en question peut encore, ä volonte, etre muni d'un
petit reflecteur externe, genre Lieberkühn, (45), qui renverra
sur l'objet les faisceaux d'eclairage obliques, tels que (48)
et (50), ayant dejä traverse la preparation.

2° L'appareil comporte un condensateur special dont le corps
optique est taille dans du quartz fondu, ce qui permet de

travailler aussi bien en lumiere visible qu'aux rayons
ultraviolets. Ce corps optique concentre sur l'objet ä examiner deux
sortes de faisceaux lumineux; d'abord des rayons tres obliques,
venant de tous les azimuts, apres reflexion sur les surfaces
reflechissantes (29) et (28); ensuite, un faisceau central de

faible ouverture qui converge sur l'objet apres son passage ä

travers le trou (24) et la lentille en quartz (23). Tous ces

faisceaux, apres avoir traverse la preparation par sa face principale
inferieure, peuvent etre renvoyes sur sa face superieure par les

reflecteurs (8) et (45) que porte l'objectif special que nous avons
decrit.

Le corps optique est serti dans un capuchon metallique (31)

qui s'engage ä frottement doux sur la partie cylindrique (33)
de la monture, de maniere qu'on peut facilement l'enlever pour
mettre ä nu la cavite (35) dans laquelle on place ä volonte des

ecrans colores tels que (38). On obtient des effets interessants

en se servant d'ecrans bicolores, par exemple d'un ecran de

verre dont la partie centrale (37) est rouge et la partie periphe-
rique (38) est verte.

L'eclairage bicolore provoque, en effet, des colorations
selectives dans les structures de certaines preparations monotones,

qui n'ont subi aucune coloration par des moyens chimi-

ques; il pourrait, pensons-nous, rendre quelques services dans la
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recherche sitr le vivant, qui ne se prete pas facilement ä la
coloration chimique.

Le numero (43) indique un ecran central qu'on peut ecarter
de l'axe du microscope en maniant la manette (42) lorsqu'on
veut demasquer 1'ouverture (24) pour admettre un faisceau

d'eclairage central.

Enfin, en (40) est indique schematiquement et en coupe le

diaphragme-iris.
Comme source lumineuse pour l'eclairage en lumiere visible,

nous employons de preference une forte ampoule electrique ä

filament metallique, comme on s'en sert pour les projections
cinematographiques. Une ampoule de 500 bougies est plus que
süffisante pour 1'examen subjectif. Cette ampoule est placee
dans une lanterne de projection de telle maniere que le filament
coincide ä peu pres avec le plan focal posterieur de la lentille.
On obtient ainsi un faisceau de lumiere ä peu pres parallele.

Pour 1'examen subjectif, l'ampoule ä filament represente le

mode d'eclairage le plus hygienique, l'air n'etant ni trop chauffe

au voisinage de l'observateur, ni vicie d'aucune facon. Pour
favoriser encore l'hygiene de l'oeil, ce qui est tres important
lorsqu'il s'agit de seances microscopiques prolongees, on recom-
mande de faire traverser au faisceau d'eclairage une cuvette
de verre ä faces planes et paralleles, remplie d'une solution de

sulfate de quinine. Ce filtre absorbe les rayons violets et tout
reliquat d'ultra-violet qui n'aurait pas dejä ete absorbe par les

couches de verre que traverse la lumiere. On a beaucoup parle
du caractere nocif des rayons ultra-violets pour la vue; mais on a

souvent neglige les rayons violets, abondants dans la lumiere
electrique, assez inutiles pour la vision, mais tres nocifs pour
l'oeil. Un filtre ä solution de sulfate de quinine elimine tous les

rayons violets sans colorer sensiblement la lumiere emergente.
Pour la microphotographie, la lampe ä arc est ä preferer ä -

cause de sa luminosite plus intense; mais, a moins d'instal-
lations compliquees et coüteuses, eile presente des inconve-
nients serieux au point de vue hygienique : un grand degage-
ment de chaleur et la viciation de l'air, non seulement par
1'anhydride carbonique provenant. de la combustion des char-
bons, mais aussi et surtout par une fumee acre faite de parti-
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cules pulverulentes provenant d'impuretes des charbons et qui
sont particulierement irritantes pour les voies respiratoires. La
lampe ä arc sera done employee le moins possible dans l'interet
de l'hygiene.

Lorsqu'on voudra faire de la microphotographie aux rayons
ultra-'violets, on emploiera comme sources celles indiquees
dans les traites speciaux sur la matiere. Nous n'avons pas encore
suffisamment experimente avec toutes les sources possibles pour
pouvoir recommander specialement l'une d'entre elles. Mais,
sur la base de nos premiers essais, nous pensons qu'on pourra
tirer un excellent parti de la lumiere degagee par les lampes h

vapeur de mercure, en la filtrant convenablement, de maniere
ä ne laisser passer que les radiations utiles.

Yoici maintenant, en resume, les principaux modes d'eclai-

rage qu'on peut appliquer ä l'examen d'une meme preparation
en se servant de 1'« ultra-microscope ä eclairage bilateral » muni
de son objectif special k immersion.

1° Si nous enlevons, au prealable, l'ecran bicolore, si nous
ecartons de 1'axe l'ecran central et si nous ouvrons entierement
le diaphragme-iris, de maniere k admettre dans l'appareil un
faisceau de lumiere parallele comprenant les rayons tels que (48),
(49) et (50), l'objet sera eclaire sur ses deux faces principales et
dans toute son epaisseur comme suit:

a) normalement et de bas en baut par le faisceau indique
par le numero (49);

b) normalement et de haut en bas par le meme faisceau

apres sa reflexion sur la rondelle reflechissante de l'objectif (8);
e) obliquement et de bas en haut par les faisceaux tels que

(48) et (50), venant de tous les azimuts;
d) obliquement et de haut en bas par ces memes faisceaux

apres leur reflexion sur le reflecteur (45) porte par l'objectif.
Cependant, aueun de ces faisceaux qui convergent sur l'objet

ne pourra penetrer directement dans l'objectif et ne pourra
contribuer k la formation de l'image microscopique ; cette
derniere sera constitute uniquement par les rayons qui seront
abondamment diffractes ou diffuses par les structures et par-
ticules de l'objet, sous cet eclairage convergent et particulierement

intense.
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2° Si maintenant nous reduisons l'ouverture du diaphragme-
iris en ne laissant plus passer que le faisceau indique par le

n° 49, nous aurons encore un eclairage ultra-microscopique,
mais seulement comme indique sous les rubriques a) et b),

eclairage qui est tres utile pour l'etude de certaines preparations
qui supportent mal l'eclairage tres oblique.

3° Si nous ouvrons entierement l'iris et si nous masquons le

trou (24) par l'ecran central, nous avons l'eclairage ultra-microscopique

oblique et coaxial, tel qu'il est generalement employe
de nos jours.

4° Si nous remettons en place l'ecran bicolore, que nous •

supposons toujours rouge en son centre, vert sur sa partie
peripherique, et si nous retablissons le quadruple eclairage decrit
en premier lieu, si, d'autre part, nous employons pour l'obser-
vation un objectif d'ouverture numerique telle qu'il ad.uette
les faisceaux les plus obliques indiques sur la lig. 6, nous
obtenons une image bicolore parfois tres interessante, par suite
de phenomenes de coloration selective qui se produisent dans
les structures de certains objets.

5°, 6°, 7° Nous pourrons repeter les trois premieres
experiences, en remplacant la lumiere visible par les rayons
ultraviolets et notre ceil par l'appareil photographique; l'emploi
des rayons ultra-violets, sur l'utilite duquel il est superflu
d'insister, est possible avec notre dispositif, grace au materiel
adequat employe dans la construction du corps optique et des

surfaces reflechissantes. Naturellement, il faudra, pour la

microphotographie aux rayons ultra-violets, employer des

objectifs et oculaires en quartz et utiliser la glycerine comme

liquide ä immersion.
8° Rien ne nous empeche, en nous servant toujours du meme

appareil et sans avoir eu ä deplacer la preparation au cours de

ces nombreuses manipulations, de proceder ä un examen

microscopique normal, c'est-ä-dire par transparence.
Nous reduirons ä cet effet l'ouverture du diaphragme-iris et

nous n'emploierons que le faisceau central que la lentille (23)

concentrera sur l'objet; en ce cas, nous nous servirons d'un
objectif normal sans eeran reflecteur; pour un pared examen, la

lumiere diffuse du jour sera parfaitement süffisante.
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Enfin, sans rien changer ä ce systeme, mais en remplagant
la lumiere electrique ou diurne par les rayons ultra-violets
et en nous servant d'un objectif en quartz, nous pourrons faire
de la microphotographie par lumiere ultra-violette transmise.

On sait que, dans les microscopes, le grossissement oculaire
merite d'etre pousse d'autant plus loin que la qualite de l'image
fournie par l'objectif se rapproche de la perfection.

Or, nous avons pu, dans de nombreuses experiences, constater
une reelle amelioration de l'image donnee par notre ultra-microscope

sous le rapport de la nettete, de la richesse et de la finesse

des details qui nous sont reveles; et c'est ce qui nous a induit ä

remplacer dans certains cas l'oculaire habituel par un tube

microscopique complet comprenant un oculaire et un objectif,
de maniere ä pousser le grossissement de l'oculaire jusqu'ä
l'extreme limite de ''utile.

Les planches suivantes montrent quelques resultats interes-
sants obtenus en microphotographie au cours de nos premiers
essais. Ces vues ont ete prises ä la lumiere de l'arc electrique
jaillissant entre des electrodes de charbon; pour certaines
d'entre elles nous avons trouve utile de filtrer la lumiere ä

travers des filtres liquides bleus ou violets. Nous nous proposons
de publier prochainement quelques microphotographies en
lumiere ultra-violette qui sont encore en cours d'execution.

La planche 1 represente, ä un grossissement lineaire de 2625,

ce que l'on voit dans une lame tres mince de collodion sec, dont
l'epaisseur est evaluee ä un micron au maximum. La pellicule de

collodion apparait comme constitute d'innombrables grains col-

loidaux, tantot isoles, tantot accoles en chaines plus ou moins al-

longees, formant une sorte de feutrage dont les lacunes apparais-
sent en noir. Ces lacunes expliquent la porosite du collodion dont
on se sert pour les ultra-filtres. Sur la base des denombrements
effectues ä l'examen subjectif, nous estimons qu'un millimetre
cube de collodion sec contient environ 60 milliards de granules.

La planche II montre la partie centrale d'un test de Pleuro-

sigma angulatum ä un grossissement de 3850. Au milieu de la

figure, on remarque une partie plus sombre ou se distinguent
cependant, assez nettement, les ponctuations typiques de ce

test de diatomee.
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LAME DE COLLODION, gross. 262.S



PLEUROSIGMA ANGLLATUM, eclairage bilateral, gross. 385o



PLEUROSIGMA ANGULATUM, eclairage ordinaire, gross. 385o



LAME DE GELATINE SECHE, gross. 2800
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FEUJLLE D'OR, gross. 7000



PLEUROSIGMA ANGtJLATUM, gross 7000
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La planche III represente exactement le meme individu, vu
sous le meme grossissement, mais eclaire cette fois par un con-
densateur a fond noir ordinaire, ä eclairage tres incline sur l'axe.
Malgre une mise au point irreprochable, seuls les cotes de la
preparation se trouvent illumines, tandis que la plus grande
partie de l'objet reste dans le noir.

Une comparaison entre ces deux dernieres photographies
demontre l'utilite de l'eclairage bilateral.

La planche IV represente la Photographie d'une lame
extremement mince de gelatine seche ä un grossissement de

2800. La gelatine semble etre constitute par deux sortes de

micelles; les unes, plus grosses, sont visibles sur la Photographie
et ont une tendance ä s'aligner au moment de la dessication
en chaines allongees, rectilignes et paralleles; les autres, proba-
blement beaucoup plus petites, ne sont pas discernables mais
donnent aux espaces intermicellaires une apparence nebuleuse,
sous l'eclairage ultra-microscopique. Cette microphotographie
n'a bien reussi qu'en lumiere bleue.

La Photographie N° V represente une feuille d'or pur, ayant
comme epaisseur une fraction de micron, ä un grossissement
lineaire de 7000. On y voit la structure intime de ce metal qui
semble etre forme par un enchevetrement de filaments irregu-
liers, dont chacun resulterait de l'accolement de plusieurs
granules. La Photographie a ete faite en lumiere violette.

La planche VI montre tres nettement la structure du test de

Pleurosigma angulatum, ä un grossissement de 7000.

Qu'il nous soit permis, pour terminer, de signaler une
premiere application de ces methodes ä la bacteriologie. C'est en se

servant d'un ultra-microscope presentant quelques-unes des

caracteristiques du notre que MM. les Drs Gve et Barnard de

Londres auraient decouvert et Photographie l'agent pathogene
de certains cancers, sous forme d'elements figures excessive-

ment petits, pouvant traverser les filtres en porcelaine1.

Geneve, 15 juin 1926.

1 R. Proust, Le probleme du cancer, Revue scientifique. Paris,
1926.
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