Essai de 2 objectifs de « relief phase contraste

Olympus sur un microscope CK2
Comparaison avec le contraste d’Hoffman (et lera@té interférenciel)

Daniel Nardin

Pendant I'année 2009, j'ai été intrigué par desatiig Olympus marqués d’'un RP sur Ebay et jai
voulu en savoir plus.

Cela correspond a une technique baptisée « rédafepcontrast » dont j'ai trouvé la description sur
une brochure publicitaire (réf. 1). Intrigué, je | acquis et j'ai testé en fin d'année cettertiggte
avant de la comparer aux autres utilisables dansé&nes circonstances : sur un microscope
inversé avec des boites de cultures en plastigueegpermettent pas de travailler en contraste
interférentiel.

[) matériel

Je suis équipé en microscopie dans la marque Olyndeupossede depuis longtemps un
microscope BHS. Avec le développement des sitsatieres sur internet, j'ai complété celui-ci
par des accessoires et d’autres microscopes darumachetés d’occasion.

J'ai acheté en particulier aux états unis il y alques années, @lympus inversé CK2
(I'alimentation est en 110v mais j'y ai adjointtwansformateur 110-220V datant du passage au
220v en France !).

i

Je l'ai d'abord utilisé avec des objectifs A4PLORL pour lesquels les anneaux de phases étaient
fournis et LWD20PL (ce dernier a une bague de gigtiépaisseur de couvre objet de 0 a 2mm).
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L’an passé, j'ai acheté
les 2 objectifolympus :
10x achro RP O.N.
0,25 et

40x LWDCDPIlanFRP
O.N.0,55

a l'origine de cet article,

A noter, le 40x est prévigs
pour une épaisseur de
couvre-objet de 1mm !
Alors que le 10X est
pour un classique 0,17.

J'ai fabriqué des anneaux de phase correspondantgglissiére du condenseur
d’origine du CK2 mais celui-ci avait une ouvertimsuffisante pour le 40X.

Or a la méme époque, les hasards de l'occasion faibracheter 2 ensembles de
matériel Nikon Diaphot pour le contraste d’Hoffman.

J'ai ainsi rassemblé un jeu de 3 objectifs et matdulrs HMC et j'aR condenseurs
Nikon d’ouverture 0,5.

L'un a été associé aux
objectifs

pour contraste
d’Hoffman :

plan 10x 0,25
LWD20x 0,40
LWD40x 0,50

C'est maintenant mon
matériel

standart sur ce
microscope inverseé.
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Le second de ces
condenseurs Nikon a 4
orifices en tourelle, sert
pour des bricolages et en
particulier pour ce relief
contraste .

J'ai réalisé des anneaux de
phase par découpage dans
du carton, en vérifiant le
bon positionnement avec
une lunette de centrage.
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Une brochure associée aux microscopes Olympus €H{rén’a donné un modeéle pour réaliser les
anneaux adaptés aux 2 objectifs pour Bekef Phase Contrast (RPC)

How does Relief Phase Contrast work?

H RPC Theory
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The reduced halo allows more detailed, effective observation of thicker specimens. |

Il faut noter que la brochure consacrée aux miaess plus récents CKX (réf.2) décrit une
technique différente le « Relief contrast (RC) »spmble tres proche dwntraste d’Hoffman

+ Relief Contrast (RC) Theory

The use of a modulated oblique
ilumination allows a three
dimensionally appearing of the
image to be obtained.

The RC technigue is introduced
to increase visibility and cortrast
in unstained and living material
particularly if plastic Petri dishes
and cell culture devices are used.

Cantrast and brightness can
easily be defined by changing the
position of the condenser slit,
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Est-ce que les brevets de cette technique sonhds\exploitables par Olympus ?
Je n’ai pas les détails de I'histoire, mais metstes opposant les 2 techniques vont aussi séparer
2 générations de mateériels.

2) résultats des tests

Pour communiquer plus que mes impressions subgs;tj\ai réalisé quelques images avec un

appareil numérique Nikon.

J'ai pris pour sujet a plusieurs reprises, lesidass cellules de I'épithélium buccal (grattage de

l'intérieur de la joue).

Les images sont toutes rééchantillonnées poundtteun format de 300 pixels de large.
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lere série (a I'échelle 0,3 = 3 photosites poukdl gans I'image):

Contraste de Phase "Relief phase contrast" Olympus

2e série (rééchantillonnée pour garder le cadraélgrar le projectif NFK2,5x):
Phase "Relief phase contrast" Olympus
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A 40x, j'ai realisé aussi des vues en contrasteftiithn et en contraste interférenciel mais je n'ai
pas retrouvé le meme champ apres changement descope.

40x -

Contraste d'Hoffman Contraste interférenciel

2e sujet test: toujours avec des objectifs 40xeMations d'une goutte de liquide surnageant daauirg nature
pour y repérer les bactéries responsables densforanation du lait: lactobaciles allongés et obtes de
streptocoques, parmi des globules de graisse

Contraste de phase Relief phase contrast

Contraste d'Hoffman Contraste interférenciel
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Pour terminer, 3 exemples recadrés sur une meme figur faciliter la comparaison:

- . r ' -

Contraste de phase Relief phase contrast Contraspéfrdan
Méme comparaison avec les bactéries du yaourg fst, a I'échelle 1/2

Contraste de phase Relief phase contrast Contraspéfrdan

3) discussion

Ces techniques sont consommatrices de lumierebomee partie du cone d’éclairage est obturée et
il y a de plus une plaque de phase ou un moduldts I'objectif.

Les images en RPC ont globalement I'aspect du astetide phase mais le halo n’est présent que
d’un seul coté. Cela donne une légére impressiarlad mais qui n’a rien a voir avec celle du CI.
Cette technique RPC me semble apporter peu. plieigant été proposée récemment (2007) sous
une forme voisine par un médecin travaillant enrRanie Joerg Piper (réf. 3).

Il semble que la firme Zeiss (réf. 4) a utilisé siume idée voisine quelque temps (Variable relief
contraste = Varel) avant de développer en 2008pufraste interférenciel adapté aux boites
plastiques PlasDIC. (réf. 5)

Le contraste interférenciel (Cl) est bien supérghaque fois que I'on peut l'utiliser.

Le contraste de Hoffman (HMC) est intéressant avematériel en plastique incompatible avec le
Cl. C’est semble t il la solution Olympus actualtais le nom de « Relief contrast ».

Ces techniques reliées a une illumination obliguré sutefois intéressantes car elles n’ont qu’un
faible cout et peuvent étre mises en ceuvre paameseurs bricoleurs.

Le plas DIC serait vraisemblablement intéressaats il est réservé dans le commerce aux
appareils Zeiss. Je me demande toutefois s'il nadt pas possible de le réaliser avec un prisme ClI
pour lumiére réfléchie? c'est une nouvelle pisteriolage...

Je suis intéressé par vos remarques; envoyez lesaiel.nardin@laposte.net
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