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AVANT-PROPOS

LE regrefté MAURICE LANGERON et moi-méme partagions deux passions communes,

la Microscopie et la Mycologie. Elles nous ont tét réunis, car aprés avoir correspondu
avec lui immédiatement avant la derniére guerre, je I’ai rencontré a mon arrivée a Paris
et nous avons vite compris qu’en chacun de nous existait un profil de personnalité trés
semblable. Au cours d’entretiens qui débutérent en 1946 pour devenir vite hebdomadaires,
nous passions en revue les développements alors spectaculaires de la microscopie instru-
mentale et de ses applications biologiques, notamment a la parasitologie et a la mycolo-
gie. Dés avant la parution de la septiéme édition de son classique Précis de Microscopie,
qui sera la derniére rédigée de sa main, nous étions tombés d’accord sur la nécessité de
prévoir une huitiéme édition, entiérement refondue dans un esprit nouveau que nous avions
défini en commun. Sa mort ne m’a pas permis de parachever avec M. Langeron la réali-
sation de cette nouvelle euvre. :

Avec Albert Policard et Marcel Bessis nous avions entrepris la rédaction et la publi-
cation en 1957 d’un Traité de Microscopie qui n’avait la prétention, ni de remplacer
le Précis de Langeron, ni méme d’en prendre la suite car il est resté irremplagable par la
somme d’informations qu’il contient.

Ces deux ouvrages, parus chez Masson et Cie étant maintenant épuisés, et la microsco-
pie photonique ayant beaucoup évolué depuis vingt ans, j’ai repris le plan que nous avions
élaboré jadis, calmement isolés dans son laboratoire de la rue de I’Ecole de Médecine,
et j’ai décidé de le mener a terme, avec la précieuse collaboration de notre commun édi-
teur, dans ce nouveau Manuel de Microscopie.

Lorsque I’'usager du microscope est confronté avec un objet nouveau dans sa recherche,
il se trouve souvent dans une situation trés inconfortable. Dans la littérature il trouvera,
certes, sans trop de peine, si ses connaissances systématiques et anatomiques sont suffi-
santes, un autre objet, de structure analogue, a partir duquel il pensera pouvoir mettre
au point une méthode d’étude efficace. Continuant ses recherches bibliographiques, il est
alors plongé dans un monde de perplexités: comment choisir le meilleur fixateur, parmi
les centaines de formules publiées, les meilleurs colorants parmi des milliers dont beau-
coup sont homonymes ou synonymes, enfin et surtout, retenir une ou deux techniques
d’application, parmi les dizaines de milliers publiées, sans compter leurs variantes.
Se penchant sur des recueils encyclopédiques, tels les McClung, les Bolles Lee il se perdra
sans fil logique directeur s’il n’a pas déja lui-méme une solide pratique de I’histologie et
de la cytologie; feuilletant des ouvrages spécialisés, il sera vite dépaysé par la pluralité
des techniques convergentes ou rebuté par I'omission dans les textes de détails essentiels
a la réussite de ses manipulations. S’il cherche un fil logique, il peut le trouver dispersé
dans des ouvrages, plus physico-chimiques que biologiques et il lui faudra un effort de
synthése auquel il est souvent peu préparé pour en tirer Iessentiel.

C’est pourquoi, malgré le pessimisme justifié qu’affichait M. Gabe en 1968, quant d la
possibilité de rédaction contemporaine d’un Manuel de Microscopie, qui condense en
un ouvrage maniable, a la fois un choix logique parmi les milliers de recettes tinctoriales
évoquées plus haut, la description d’une précision opératoire concise, mais nomettant
aucun détail essentiel a la réussite et un esprit critique assez audacieux pour aller a la
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VI MANUEL DE MICROSCOPIE

fois a contre courant de certaines modes inutiles voire néfastes et remetire par contre en
valeur des techniques trés utiles mais oubliées, j°ai entrepris, seul hélas, puisque Maurice
Langeron West plus d mes cotés pour le faire avec moi, la rédaction tant attendue par les
lecteurs de langue frangaise de ce nouveau Manuel de Microscopie.

Il se place tout naturellement aux éditions Masson & coté du merveilleux ouvrage
de M. Gabe: Techniques Histologiques, qui le compléte avant la lettre en le prolon-
geant dans le domaine plus spécifiquement histochimique.

11 contient essentiellement les techniques d’applications biologiques liées directement
au microscope photonique, laissant le quantitatif aux ouvrages plus spécifiques comme
l’ouvrage précité.

Par rapport aux ouvrages homologues contemporains, qui sont, fait curieux, presque
tous épuisés et non encore réédités, il se distingue par ses choix critiques, ses exposés
progressifs et son extensité:

— Choix critiques puisque j’ai éliminé les double-emplois, choisi les meilleurs réactifs,
sans redouter d’aller parfois & contre courant des modes contemporaines, comme celles
qui font préférer, a tort par exemple, I'alcool & I’acétone, le toluéne au benzéne, les fixa-
teurs de Hollande ou de Zenke aux Bouin et Kopsch-Regaud, pour des opérations de
routine pratiquées dans presque tous les laboratoires. — Choix progressifs aussi, puis-
qu’a partir du meilleur réactif, ou de la meilleure technique opératoire, je cite les varian-
tes d’usage général puis les adaptations plus spécifiques. — Enfin extensité, puisque
gréce a des tableaux généraux, grdce aux rappels de notions générales indispensables,
grdce enfin a un survol méthodique de presque toutes les méthodes fondamentales utili-
sées en microscopie photonique contemporaine, ce Manuel permettra, je I'espére, a
chacun, quelle que soit sa spécialité, de trouver les informations nécessaires tant a 'ap-
plication possible de techniques connues a I’objet de ses recherches que le développement
de techniques profondément nouvelles.

MARCEL LOCQUIN



AVERTISSEMENT

La collecte des informations, pour réunir dans un Manuel comme celui-ci, ce qui est
essentiel a la pratique de la Microscopie contemporaine, nécessite un travail de longue
durée constamment remis a jour. Le regretté Maurice Langeron y consacrait chaque
jour au moins une heure! Actuellement le dépouillement systématique des grands
périodiques d’Analyse (Abstracts) permet un recueil assez complet des publications
pour peu qu’on prenne soin de s’informer dans toutes les disciplines qui utilisent le
Microscope. Mais la meilleure des sources reste la consultation des ouvrages d’en-
semble, des mises au point lors des colloques ou congrés et la lecture des grands pério-
diques de Microscopie. En Microscopie photonique, il n’y en a plus de récent en
langue frangaise, alors qu’ily en a unen Microscopie électronique,richement illustré.
Une enquéte périodique et systématique auprés d’un échantillonnage de laboratoires
représentatifs de I’ensemble de la Microscopie, permet de tester les techniques et les
tours de main. Cet échantillonnage est transnational, car il est évident qu’il faut se gar-
der en cette matiére de tout chauvinisme, et rechercher la meilleure technique ol
qu’elle soit pratiquée. Trop nombreux sont ceux qui nous ont ainsi aidé pour que nous
puissions les remercier individuellement. 11 y a longtemps en effet que Maurice
Langeron avait renoncé, avant la cinquiéme édition de son Précis, & vérifier par lui-
méme la valeur des techniques qu’il citait. Pour assurer & nos choix la meilleure qua-
lité€ possible en dépit du nombre des techniques citées, Marcel Locquin a tenu 2 assis-
ter lui-méme aux séquences de la manipulation dans un laboratoire spécialisé, toutes
les fois qu’il n’a pas pu lui-méme les mettre en ceuvre. Il a particuliérement pratiqué
personnellement: la chimie des colorants et des fixateurs & I'Institut de Chimie de
Lyon et chez Rhone Poulenc, I'optique & I'Institut d’Optique guidé par Frangon et
Nomarski, la colorimétrie et la Microscopie électronique au laboratoire de Physique
du Muséum, Prof. Y. Le Grand, avec le Microscope en tant qu’instrument chez
Wild puis en en fabriquant, la photographie 2 la Société Lumiére, la cinémicrogra-
phie au Collége de France avec J. Dragesco, la télémicroscopie avec la Sté Thomson
puis Philips, le contraste de phase et le contraste interférentiel avec la Sté Wild, la
polarisation avec M. M. Cotton et Manigault 4 Bellevue, la spodographie au labora-
toire d’Histologie de la Faculté de Médecine de Lyon avec A. Policard, la spectro-
graphie d’étincelles au laboratoire de I'identité judiciaire avec le Prof. Sannié, les
sources avec la Sté Claude Paz et Silva, les traitements de surfaces et les filtres inter-
férentiels avec la Sté GAB, les lampes éclair ainsi que les lasers avec la Sté Orthotron,
les techniques végétales et mycologiques au laboratoire de cryptogamie du Muséum
avec le Prof. R. Heim, les techniques palynologiques et micropaléontologiques aux
laboratoires du Muséum avec G. Deflandre, de Micropaléontologie de I’Université
de Paris VI avec Mme Taugourdeau et M. Lashkar, au laboratoire de I’'Ecole pratique
des Hautes études avec M. Taugourdeau, les techniques hématologiques et cytologi-
ques au laboratoire du Centre de transfusion sanguine avec M. Bessis, les techniques
de documentation avec la Phototechnique et M. Cordonnier, la microphotométrie
avec la Sté Europélec, les techniques parasitologiques et mycologiques 2 I'Institut de
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VIII AVERTISSEMENT

Parasitologie avec M. Langeron, les techniques protistologiques au Collége de France
avec E. Fauré Fremiet, les techniques d’automation dans I’analyse des images au
CENFAR avec le Dr Le G0; que tous recoivent ici mes remerciements les plus sin-
céres, sans oublier tous ceux qui, autour d’eux, ont facilité ma tache.

ABREVIATIONS

Unités: Micron: um, millimicron: mum, Angstrém: A, litre: 1, millilitre: ml (= cm?®),
degré thermique: °, degré d’alcool: °, normalité d’un acide ou d’une base: N,
acidité-basicité : py, potentiel d’oxydoréduction: ry, longueur d’onde: A, heure: h,
poids: gramme: g, contraste: v, densité optique: 8, seconde: sec, minute: mn.

Atomes: c’est la liste des abréviations conventionnelles chimique: Na, K, Mg, Cr etc.

Molécules : méme remarque. Cependant: ean = aqg.,

Autres: dist. = distillé, qs = quod satis = ce qu’il faut pour faire ..., MEB =
SEM = Microscope électronique a balayage, MET = TEM = Microscope électro-
nique par transmission, U. V. = ultra-violet, I. R. = infra-rouge, R. X. = rayons X,
abs. maxi.: absorption maximale a: p. m. = poids moléculaire, - infini,

°K = degré Kelvin, sol. = solution, aa = quantités égales.
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I. — PRINCIPES DE BASE

LUMIERE ET COULEURS

Le flux lumineux qui s’échappe d’un objet peut
étre analysé de différentes fagons. Pour cela on dis-
pose d’unités dont voici les définitions:

¢ = vitesse de la lumitre dans le vide = 299.776
Km/seconde.

A = longueur d’onde = ;— v étant la fréquence.

um = @ = micron = 10~% cm.

mp. = millimicron = 10-7 cm.

A = angstrom = 10-8 cm

n = indice de réfractlon n,,20 indice de réfraction
pour la raie D jaune du Sodlum a 20° Celsius

Sur la figure 1 on a représenté 1’échelle des radia.
tions au sein desquelles se trouve ’octave des radia_
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FiG. 1.— Echelle des radiations. A gauche, longueur

d’ondes en meétres; au milieu: domaines conventionnels;

3 droite: dilatation du visible et domaines conventionnels
des sensations colorées.

tions visibles par 1’eeil, un soixante dixi¢éme environ
du total connu. En microscopie, I’exploration en
ultraviolet et en infrarouge porte le domaine connu
3 trois octaves a peine.

Les expériences d’interférence et de diffraction de
Young et Fresnel au début du 192 siécle ont prouvé
I’existence dans la lumiére, d’un élément variant
périodiquement 2 la fois dans le temps et dans
’espace. En un point donné, la lumiére prend donc
un grand nombre de fois par unité de temps la méme
valeur, c’est sa fréquence v ou périodes par seconde.
Dans I'espace la distance qui sépare deux surfaces
d’ondé ayant le méme état lumineux est la longueur

c
d’onde A. Les deux sont reliés par la relation 1 = 5

L’aspect périodique, ondulatoire, ne permet pas
d’interpréter facilement les processus d’émission et
d’absorption de la lumiére, alors qu’il rend bien
compte des phénoménes de propagation. Pour inter-
préter ceux-ci on admet une discontinuité, une quan-
tification de I’énergie transportée par la lumiére.
Cette quantification est multiple, comme 1’a montré
Max Planck en 1905, d’une quantité élémentaire dite
quantum d’énergie: € = hv. Chaque quantum est
présent dans ’onde de lumiére sous forme d’un pho-
ton qui est son corpuscule élémentaire mais qui ne
peut exister au repos. Suivant I’expression d’Yves
le Grand, la lumiére est en quelque sorte formée d’un
«flot de particules désincarnéesy.

Les Sources ponctuelles sont des sources vues par
I’observateur ou par la pupille d’entrée de I'instru-
ment sous un angle petit de quelques minutes d’arc
au maximum. Plus la source est ponctuelle plus
Péclairage est dit «cohérent»; on verra plus loin
I’importance de ce concept.

Les Sources étendues sont peu cohérentes ou par-
tiellement cohérentes ou incohérentes. Elles sont
dites primaires, si elles sont lumineuses par elles-
mémes, ou alors secondaires si elles modifient une
partie de rayonnement regu. Le fait de placer une
surface diffusante devant une source cohérente pro-
duit une source secondaire incohérente. On évitera
donc d’utiliser ‘cet accessoire toutes les fois que la
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Fi1G. 2. — Rapports entre les domaines
Infra-Rouge, Visible et Ultra-Violet.
D’apres M. Déribéré, 1944.

Ce e e
i
)

il !
ﬁ/‘:lg/;sx :

. .
LOURL_ UV i

ensibilite do |

(PHOTOGRAPHIDUE)

'
'
'

HE
S
& D g
| b
NE £
NE N
i 3
Qi I
A I ;
% ‘ :
I : !
S 3
E‘U‘ i i
0 02 Ok

cohérence de la source doit étre conservée: en con-
traste de phase, en contraste interférentiel ou en lu-
miére polarisée notamment. Notons au passage qu’un
faisceau laser a une trés grande cohérence, ce qui
rend possible certains phénoménes optiques spéciaux
comme I’holographie.

La Radiance et la Brillance sont deux concepts
homologues dont le premier s’applique & un volume
et le second & une surface. Seule la radiance du ciel
ou d’une décharge dans un gaz peut nous intéresser,
mais la brillance des sources est de la plus haute
importance en microscopie. On a démontré en effet
qu’a ouverture égale d’un systéme optique c’est la
brillance de la source et elle seule qui détermine la
luminosité de I'image produite par le microscope.
La course aux brillances élevées des sources a donc
été un facteur déterminant des progrés du micro-
scope.

Le Rayonnement d’une source peut avoir deux
structures différentes: il peut étre soit continu, soit
discontinu, dans ce dernier cas on parle d’un spectre
de raies; certaines sources sont un mélange des deux.
L’excitation d’un gaz: sodium, mercure, produit un
spectre de raies, le chauffage d’un filament de tung-
sténe un spectre continu. Un spectre continu est
caractérisé par sa courbe spectrale d’énergie, un spec-
tre de raies par la longueur d’onde et I’intensité de
chaque raie.

L’Oeil est un récepteur de rayonnement fonda-
mental puisqu’il n’existe pratiquement pas d’instru-
ment optique qui puisse se passer d’un il pour ex-
ploiter directement ou indirectement I'image en dé-
pouillant les résultats photographiés ou affichés ou
enregistrés.

Les Photocellules, ou photosenseurs, appartiennent
a différentes catégories suivant leur mode de fonction-

RADIO PHOTONS RAYONS X v
I.R.“U. V.
I 5 { { t } —t } t } { } +— + { A
Tkm m icm 1Tmm H Tmp 1A pp
25 24 23 22 21 _-20 - L P E
16% 16" 16%° 16° 10™" 16%° 16" 16" 16™ 16" 16' 16" 16™ we
'I‘ Il l[ J' | lI |I |I l' |l ll ]l lI % B
110 10% 10°v
110 102 10%°m 110 102 10%kv
1 10 10%10%°pv 1 10MV C
T T T T Ty T 1 D
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I | U6 lo I 1 &
10mp  Tmp 1A O1A Tpp  Olpp
FiG. 3. — Données physiques sur les ondes et particules utilisées en microscopie. A,
longueurs d’onde; B, quanta d’énergie; C, accélération des électrons; D, longueur

d’onde associée aux électrons; E

, longueur d’onde associée aux protons.
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nement. Nous n’entrerons pas dans les détails; ils
sont traités dansles ouvrages d’électronique et d’opto-
électronique.

Les Surfaces photosensibles enregistrent suivant
leurs structures les densités en noir et blanc ou les
couleurs.

Ces récepteurs ont en commun une caractéristique::
ils n’enregistrent que les amplitudes ou degrés de
gris dans I’image mais jamais les phases.

Le Corps noir est en optique un concept d’un in-
térét théorique considérable. 11 n’est utile en micro-
scopie que comme référence a un étalon. Les corps
non noirs sont en général tous les corps que I'on
observe au microscope.

Les Ampoules 3 incandescence munies d’un fila-
ment chauffé par effet Joule sont encore les sources
les plus couramment utilisées. Leur courbe spectrale
d’énergie varie rapidement avec 'ampérage (Fig. 21).
Leur température de couleur est une fagon commode
de repérer la longueur d’onde dominante.de leur
spectre d’énergie.

L’Hétérogénéité rétinienne limite le pouvoir sépara-
teur de I’ceil. On sait maintenant que cOnes et baton-
nets sont reliés a leurs voisins par de véritables unités
de calcul ce qui rend caduques toutes les hypothéses
que I’on a pu faire pour déduire de leurs dimensions
le pouvoir séparateur théorique de l'eeil. De plus
il oscille perpétuellement autour d’une position mo-
yenne, en fait il explore plus qu’il ne fixe.

L’ceil a une Mémoire complexe spatio-temporelle.
11 établit une continuité apparente 1a ol des images
discontinues se succédent ce qui permet la cinémato-
graphie. Il semble que ce phénomene soit plus psychi-
que que physiologique. 1l serait & I'image des discon-
tinuités dans notre pensée consciente que masque une
apparente continuité de notre conscience, a I’état de
veille bien entendu.

Le Champ visuel est toujours plus grand que celui
de I’instrument dans lequel I’ceil regarde. L’opérateur,
pour explorer rapidement ce qu’il voit, doit s’entrai-
ner 4 la « vision périphérique » . Il doit pouvoir abo-
lir consciemment la vision centrale au profit de la
vision périphérique sans déplacements du globe ocu-
laire. C’est absolument indispensable pour acqué-
rir les mécanismes d’exploration rapide champ par
champ, mécanismes dont la lecture rapide des textes
n’est qu’un cas particulier.

Les limites du visible varient suivant les observa-
teurs et suivant l’intensité de la lumiére regue. La

visibilité maximale passe du jaune au vert lorsqu’on
diminue les éclairements.

11 est illogique que I'image oculaire au microscope
soit analogue a4 un trou de lumiére au fond d’un
tunnel noir. Pour obtenir une meilleure acuité asso-
ciée A un plus grand confort il faudrait un éclairage
auxiliaire faible de la périphérie du champ. Aucune
expérience n’a encore été faite dans ce sens en micro-
scopie.

L’Ultra-violet est nocif pour I’eil; de plus il excite
la fluorescence du cristallin et nimbe les images d’un
brouillard bleuté.

L’Eclairement au niveau de la rétine régle par
réflexe le diamétre de la pupille d’entrée de Dceil.
Au microscope ce réflexe est sans effet sur le flux
admis dans I’eil puisque la pupille de sortie de
I’oculaire a un diamétre en général bien plus petit
aux forts grossissements. Ceci explique que I'ceil soit
facilement ébloui par un ‘éclairage trop intense.
De plus la sensibilité de la rétine change trés rapide-
ment dés que le faisceau incident s’écarte de I’axe
de I’ceil, c’est leffet Purkinje. En réalité tout se passe
comme si D’ceil était constitué de deux récepteurs
fonctionnant différemment en sensibilité comme en
longueur d’onde en plein jour et au crépuscule.

B La plupart des objets examinés au microscope
sont: soit colorés naturellement, soit teints artifi-
ciellement. Il est donc absolument essentiel d’avoir
présents a l’esprit les notions suivantes de colori-
métrie pour tirer le meilleur parti de son instrument.

La Couleur blanche n’est blanche que par rapport
a un étalon. Cet étalon est conventionnel: c’est la
lumiére du jour a 5200 °K ; on sait que la « tempéra-
ture de couleur » varie largement au cours d’une
journée et au fil des mois.

Un rayonnement Monochromatique est entiérement
déterminé par sa longueur d’onde et son flux.

Un Rayonnement coloré est entiérement défini par
son flux et deux variables supplémentaires: un fond
blanc plus une couleur monochromatique. Dans la
pratique on préfére procéder a la synthése des cou-
leurs par addition de trois variables colorées: c’est
la synthese trichrome couramment utilisée en photo-
graphie et en impression. Mais il faut dans ce cas
que les lumiéres colorées soient 4 bandes larges, non
monochromatiques.

Toute couleur a sa complémentaire c’est-a-dire la
couleur qui par synthése additive donne du blanc,
par exemple le jaune et le bleu-violet; ces couleurs



