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Erwin Rutishauser, Lucie Huber, Edouard Kellenberger,
Guido Majno et Charles Rouiller. — Etude de la structure de

Vos au microscope electronique.

L'etude du tissu osseux au microscope electronique n'est qu'ä
ses debuts. Nous avons aborde ce sujet en utilisant une methode

indirecte, celle de l'empreinte.
Selon cette methode, on n'examine pas l'objet lui-meme.

Un procede ä etapes successives permet le remplacement de la
surface ä etudier par une tres fine pellicule qui en epouse
exactement la forme: l'empreinte est ainsi realisee.

Parmi les methodes d'empreinte, il y a plusieurs variantes.
Nous avons choisi un procede au celluloid, mis au point par l'un
de nous [1].

On humecte la surface ä etudier d'acetone et on la recouvre
d'une feuille de celluloid epaisse de 0,3 mm. L'acetone, douee

d'un pouvoir mouillant tres fort, penetre dans les moindres aspe-
rites. Progressivement, eile est remplacee par le celluloid dissous.

L'acetone diffuse ä travers la lame de celluloid et s'evapore. On

obtient ainsi une fidelite qui equivaut au pouvoir de resolution
du microscope electronique (environ 50 Ä). Une fois la lame
de celluloid seche, on la decolle facilement de l'os. On possede

ainsi le negatif de la surface ä examiner. L'epaisseur de la lame

est telle qu'on ne peut l'utiliser directement au microscope. Par

contre, eile revele des details interessants ä l'examen au

microscope ordinaire ou, mieux encore, au microscope ä contraste
de phase, ainsi que nous le montrerons plus loin.

Pour le microscope electronique, on procede ä la confection
d'une seconde empreinte du moulage au celluloid, en evaporant,
dans le vide, du monoxyde de silicium sur sa surface. Ce corps
a la propriete de se deposer en une fine pellicule d'epaisseur
uniforme. La quantite de substance ä evaporer est calculee pour
obtenir une epaisseur de 250 ä 350 Ä. Le celluloid est elimine

par dissolution dans un dispositif special [2], et l'on recueille la

pellicule de monoxyde de silicium, qui est ensuite ombree

avec de l'or manganine selon le procede classique de Williams
et Wyckoff [3].
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La methode d'empreinte choisie, comparee aux autres
methodes, permet de travailler ä des temperatures et ä des

pressions normales. De meme, eile ne necessite pas une deshy-
dratation prealable au vide. L'acetone ne semble avoir aucun
effet nocif.

Comme materiel d'etude, nous avons choisi des segments de

diaphyse femorale fixes au formol. De chaque fragment, une
surface est polie progressivement jusqu'ä l'obtention d'un plan
le plus lisse possible, tout en ayant soin d'eviter 1'echaufTement
de la piece. Partant d'un meulage sur carborundum et passant

par des pierres ä huile, on termine l'operation sur un drap de

billard asperge d'hydroxyde d'alumine dite «12 heures ». Le

resultat du polissage est alors contröle au microscope en

lumiere reflechie L

a) Examen de Vempreinte negative au microscope ä contraste
de phase.

L'examen au contraste de phase de l'empreinte negative nous

permet de faire le pont entre l'image connue de la surface

osseuse et celle donnee par le microscope electronique (fig. 1

et 2).

II est etonnant de remarquer que le polissage, bien que pousse
tres loin, n'efface pas les contours des differentes structures de

Tos. II persiste toujours un relief, de sorte que l'empreinte d'une
surface osseuse polie revele la meme image de la structure
osteonique que celle obtenue ä l'examen direct, en lumiere
reflechie. Celle-ci, ä son tour, est superposable ä l'image obtenue

par les coupes histologiques d'os decalcifie. L'image de

l'empreinte est encore plus nette si l'on a soin d'attaquer la surface

osseuse par un acide fort dilue ou par un ferment proteolytique
(operation dite de revelation). On reconnait facilement la
structure concentrique des osteones, qui se traduit par des

anneaux clairs alternant avec des fonces. Ces derniers paraissent
relies par des traits fins de direction radiaire. Notons que les

1 Nous profitons de cette occasion pour exprimer ä M. Grosjean,
de l'Institut dentaire, tous nos remerciements. Ses conseils nous
ont ete d'un precieux secours pour l'obtention des surfaces de
polissage aptes ä etre examinees.
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Ein. 1.

Empreinte negative au celluloid.
Examen au microscope ä eontraste de phase.
Image d'un osteone (grossissement '»00 x).

Fig. 2.

Empreinte positive. Serie de micrographies electroniques prises
en direction radiaire dans un osteone.

Succession de «sillons» et d'« ondulations » (grossissement 2900 x).
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empreintes ombrees peuvent etre regardees au microscope
ordinaire, ainsi que l'a fait Wvckoff [6].

b) Examen au microscope electronique.

Les empreintes provenant de surfaces osseuses non revelees

ne nous ont pas donne de resultats jusqu'ici. Par contre, parmi

Fig. 3.

Autre enipreinte positive d'une surface osseuse traitee ä fackle
chlorhvdrique, deux minutes a 1 : 1000 (grossiss. 16.000 x

En haut et en has: faisceaux de fibrilles a structure periodique.
correspondant ä deux vallees. Au centre: une zone bosselee.
correspondant a une ondulation.

les differentes attaques etudiees, celle a l'HCl ä 1 p. 1000.

appliquee pendant 2 minutes, a fourni des resultats interessants.

I.a structure lamellaire, dejä mise en evidence par le contraste
de phase, se traduit au microscope electronique par une succces-

sion d'ondulations separees par des sillons (fig. 2 et 3). Ces
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demiers ont un aspect tres particulier. Leur fond n'est pas lisse.

mais parcouru, particularity essentielle, de fibres de diametre
sensiblement uniforme, d'environ 1000 Ä et montrant une

structure typiquement periodique, consistant en une succession

de structures et de renflements. Chaque periode a une longueur

Fig. 4.

Fibrilles de collagene ä structure periodique.
(Grossissement 22.000 x

de 640 A en movenne. Cette periode correspond ä celle indiquee

par les auteurs americains [4, 5] pour les fibrilles de collagene.
Ces fibrilles elementaires sont parfois groupees en faisceaux
mal delimites, ä 1'interieur desquels la striation est concor-
dante (fig. 3 et 4).

Nous n'avons pu distinguer des faisceaux grossiers ä limites
precises correspondant aux fibres que revelent les niethodes

histologiques habituelles.
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II est certain que nous avons affaire ici ä une substance egale

ou proche du collagene.

Hilwig et Menke, etudiant la dentine [7], ont trouve une

structure analogue, mais ils Font interpretee comme etant les

prolongements des odontoblastes.

Quant aux ondulations, elles presentent une surface irre-
gulierement bosselee, ne montrant pas la structure rythmique
que nous venons de decrire. Cependant, ces ondulations sont

interrompues transversalement par de minces faisceaux de

fibrilles ä structure periodique, reliant deux sillons. Ces

interruptions peuvent etre rapprochees des traits radiaires constates
ä l'examen au contraste de phase.

Les cavites osteocytaires sont representees par des sureleva-

tions allongees, dans lesquelles nous n'avons pu relever des

details de structure.
Nous ne pouvons pas encore etablir de relation entre nos

travaux et ceux de Brandenberger et Schinz [8] sur la cristalli-
sation de Tos, et ceux de Dallemagne et Melon [9] sur la
birefringence des systemes osteoniques.

Nos recherches ont ete facilities par une subvention accordee

par la fondation federale pour l'encouragement des recherches

scientifiques.
Universitc de Geneve.

Institut d'Anatomic pathologique.
Institut de Physique.
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En fin de seance, M. Buffle presente un rapport sur Yemploi
des membranes filtrantes cellulosiques en microbiologie des eaux.

L'utilisation de ce nouveau dispositif permet de simplifier les

techniques d'examen des eaux quaftt ä leur teneur en micro-
organismes. On peut en particulier determiner facilement la
concentration en E. Coli grace ä l'emploi de milieux selectifs,
cnmme le milieu d'Endo, sur lesquels on etend la membrane
filtrante. Comme ces membranes, permettent de filtrer un
litre d'eau, et meme davantage, la recherche et le dosage de

E. Coli deviennent bien plus precis que par les anciennes

methodes d'enrichissement. L'etude et la mise au point du

nouveau procede se poursuivent.
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