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e nombreux objets microsco-

piques d'intérét biologique ou

technologique sont intrinse-
quement transparents ou de réflectivité
similaire a leur entourage et donnent
donc en observation simple avec un
microscope une image quasi-uniforme
inexploitable. Des techniques de colo-
ration ou de révélation « chimiques »
peuvent éventuellement étre utilisées
mais leur emploi est restreint par des
difficultés de mise en ceuvre ou par les
modifications del'objet étudié qu'elles
entrainentinéluctablement (altération
du métabolisme des cellules vivantes,
attaque irréversible des surfaces...).
Cependant ces « imperceptibles » ob-
jets bruts, s'ils modifient peul'intensité
de la lumiere d'éclairage qu'ils trans-
mettent ou réfléchissent, changent
usuellement de manieére tangible
d’autres propriétés de celle-ci, comme
la phase. Des dispositifs appropriés in-
sérés dans le microscope peuvent donc
transformer ces variations, non déce-
lables par'ceil oules détecteurs usuels,
en modulation visible de l'intensité
lumineuse. Quelques méthodes sont
maintenant tres classiques, comme le
contraste de phase ou le contraste interféren-
tiel différentiel, et les dispositifs pour les
mettre en ceuvre SONt proposés par tous
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Le contraste interférentiel différentiel (CID) est une technique
utilisée en microscopie, tant par réflexion que par transmission,
pour faire apparaitre, a l'instar du contraste de phase, des
contrastes dans des objets microscopiques sans coloration
ou préparation spécifique. Cet article présente les bases de
son fonctionnement et de sa mise en ceuvre pratique (CID
« Nomarski », inventé a ['Institut d'Optique en 1952) dans les
microscopes commerciaux standard.

les grands constructeurs de microscope,
tant pour |'observation par transmis-
sion (diascopie) que pour |'observation
par réflexion (épiscopie). Cet article a
pour objet de présenter les bases de cette
deuxieme méthode.

Le contraste interférentiel différentiel
(CID, DIC en anglais pour differential
interference contrast) est un cas parti-
culier de l'interférométrie a décalage
latéral (lateral shearing interferometry)
oul'on fait interférer un front d'onde
aveclui-méme décalé transversalement.
Lorsque le décalage est grand (figure 1),
cela conduit usuellement a 'appari-
tion de franges d'interférence [1], tres

a)

difficiles a interpréter sur des objets
complexes et aux détails denses comme
rencontrés en microscopie. Dés lors, on
lui préfere une version ot le décalage
latéral entre les deux fronts d'onde est
plus petit que la résolution de I'objec-
tif de microscope. Chaque point de
I'image est alors modulé par un terme
d'interférence a deux ondes dela forme
2(1+cos(Ag+gy)) ot le déphasage lo-
cal Ag est en fait directement propor-
tionnel a la pente locale (gradient) du
front d'onde dans la direction du dé-
calage (figure 1b). On transforme donc
des gradients de phase en variations
d'éclairement perceptibles parl'ceil ou
un détecteur. C'est cette propriété qui
est a |'origine de la dénomination de
« contraste interférentiel différentiel ».
Le terme ¢, est un parametre, usuelle-
mentidentique pour tous les points du
champ observé, introduit par la mise

b)

Représentation schématique de l'interférométrie a décalage latéral. (a) Fronts
d'onde dédoublés pour un large décalage. (b) fronts d'onde dédoublés pour un petit
décalage. L'écart local d’altitude § entre les deux surfaces est proportionnel a la pente locale
(au gradient) du front d'onde dans la direction du dédoublement. La différence de marche
0 entre les deux fronts d’onde donne un déphasage local de A = 2n§/A. § et A@ sont des
grandeurs algébriques. Dans le cas (b) le signe de A@ dépend donc du signe du gradient.
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Figure 2. Microphotographies en contraste interférentiel différentiel. Microphotographies
en Jumieére blanche avec un objectif 50x/0,80 avec contraste interférentiel différentiel
pour deux réglages différents du parametre @,. La direction du décalage est 2 45° de
'horizontal (NW-SE).

en ceuvre technique de la méthode. 11
est souvent ajustable par un réglage dis-
ponible sur le microscope permettanta
I'observateur de faire varier1'apparence
del'image qu'il observe. Une valeur de
+711/2 (modulo m) radians est particu-
lierement intéressante car elle permet
de directement visualiser le signe du
gradient de phase de 1'objet dans la
direction du décalage, par une sur- ou
une sous-brillance dans I'image sur
un fond de luminosité moyenne, qui
donne artificiellement 1'impression de
voirle relief del'objet sous un éclairage
latéral rasant.

Dansle cas d'un éclairage en lumieére
blanche et non pas monochromatique
comme implicitement considéré dans
leslignes précédentes, il faut prendre en
compte la superposition incohérente des
différentes contributions monochroma-
tiques. Comme Ag et ¢, dépendent, dans
le cas général, tous les deux de A,1'image
apparaitalors colorée par suite de la pré-
sence de spectres cannelés (teintes de
Newton, usuellement d'ordres faibles et
donc de couleurs vives). Les contrastes
de couleurs mettent en évidence les gra-
dients de phase produits par 1'objet, et
donc, dans un certain sens, le « relief »
del'objet observé (voir figure 2).

La mise en ceuvre « classique » de
I'interférométrie a décalage latéral
en microscopie est réalisée a 1'aide
de prismes biréfringents utilisés en
lumiére polarisée. Le dispositif clef
de la méthode est un (bi-)prisme
de Wollaston placé au foyer image

de 1'objectif ou un (bi-)prisme de
Nomarski placé en aval de ce méme
foyer image. Les deux prismes ont
pour propriété de dédoubler un
rayon incident en deux rayons, de po-
larisations rectilignes orthogonales,
formant un petit angle Aa entre eux.
Repris de maniere appropriée par
I'objectif du microscope, ce dédou-
blement angulaire est transformé en
déplacement latéral |f| Aa ot festla
focale objet de I'objectif. Pour fixer
les ordres de grandeur, pour un ob-
jectif 50%/0,80" de ~4 mm de focale
et de résolution r = 0,4 pm (rayon
de la tache d'Airy dans le visible), un
déplacement des rayons dans le plan
objet inférieur a la résolution pour
bien étre en mode de contraste inter-
térentiel différentiel conduit a un angle
Aa< r/|f| =10*rad = 0,3' bien infé-
rieur a la minute d'arc !

Reahsatlon prathue
en mlcroscople par
réflexion

La figure 3a présente le schéma de prin-
cipe du fonctionnent du CID utilisant
un (bi-)prisme de Wollaston. Ce com-
posant est constitué de I'assemblage
en forme de lame a faces paralléles
de deux prismes d'un matériau biré-
fringent uniaxe, souvent du quartz
ici, assemblés avec leurs axes optiques
croisés a 90° dans un plan parallele
aux faces de la lame. En épiscopie (ie.
observation par réflexion), I'éclairage
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' Cette notation G,x/ON donne le grandissement et I'ouverture numérique objet de I'objectif.
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Principe de la mise en ceuvre du CID par prismes biréfringents en épiscopie.
(a) Prisme de Wollaston. (b) Prisme de Nomarski. Obj,, : objectif de microscope corrigé
al'infini. Ech : Echantillon. Les tracés des rayons dans les prismes sont simplifiés a
I'essentiel et les angles de déviation tres fortement exagérés. Les fleches représentées par
< et @ indiquent la direction de 1'axe optique du matériau biréfringent uniaxe utilisé. Le
basculement des prismes permet une localisation correcte du plan de séparation des rayons.
Il a aussi l'intérét d'éviter que les réflexions
parasites de la lumiére de 1'éclairage épiscopique
sur les faces du composant ne perturbent
directement 1'image observée dans I'oculaire.
Pour obtenir le contraste interférentiel, il faut
par ailleurs (non-représentés ici) un polariseur

en amont dans 1'éclairage Kohler, et un
analyseur en aval du coté de I'oculaire.

Plan
Focal

Obj,, <&

Ech

de I'échantillon est réalisé a travers
I'objectif grace a un éclairage Kohler
adapté (non représenté figure 3 ; voir
[2,3]). Un rayon provenant de 1'éclai-
rage est séparé angulairement par le
prisme biréfringent. Le plan de locali-
sation du dédoublementest placé dans
le plan focal image de ' objectif du mi-
croscope, ce qui conduit au dédouble-
ment twransversal recherché dans le
plan objet. Apres réflexion spéculaire
ou rétrodiffusion surl'échantillon, les
rayons dédoublés sont automatique-
ment recombinés par le méme prisme
et le rayon résultant repart dans une
direction paralléle au rayon incident.
Pour faire apparaitre le contraste inter-
férentiel optimal, il faut placer un po-
lariseur dans 1'éclairage Kohler et un
analyseur dans la voie d'imagerie du
microscope, chacun orienté 3 +45° des
axes optiques du prisme de Wollaston.
Malencontreusement, le plan focal
image de I'objectif est un endroit mé-
caniquement inaccessible puisqu'il
coincide avec le filetage des objectifs
des microscopes commerciaux actuels.
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Plan !
Focal 1]

Obj,, -

Ech

Georges Nomarski’ aeul'idée (en 1952)
de modifier le prisme de Wollaston
comme indiqué a la figure 3b avec |'axe
optique du matériau uniaxe d'un des
prismes basculé hors plan del'interface
[4,5]. Cette nouvelle configuration per-
met d'éloigner le prisme biréfringent
du foyer de 1'objectif tout en conser-
vant un fonctionnement identique. Le
prisme peut deslors étre monté sur glis-
siére et étre facilement inséré ou enle-
vé. Ce dispositif, connu sous le nom de
CID Nomarski (ou Nomarski DIC en

anglais), est commercialement proposé
partousles constructeurs de microscope
(o figure ).

Il est a noter qu'une translation
dansun plan horizontal du prisme de
Wollaston ou du prisme de Nomarski
ne modifie pasla séparation angulaire
nila recombinaison automatique des
rayons dédoublés, mais change par
contre la distance parcourue dans le
prisme en tant qu'onde ordinaire ou
onde extraordinaire, ce qui modifie
globalement la différence de marche
et donne le moyen pratique pour ajus-
ter le parametre @,.

Il est également possible d'utiliser le
contraste interférentiel différentiel en
diascopie (z.e. observation par transmis-
sion). Cependant, le prisme de Nomarski
n'étant dans ce cas traversé qu'une seule
fois par la lumiere, il est nécessaire d'intro-
duire un décalage préalable des rayons au
niveau de I'éclairage pour que les rayons
ultérieurement recombinés soient bien
cohérents entre eux et puissent interférer.
Cedi est généralement réalisé en introdui-
sant un second prisme biréfringent, dit
« compensateur », dans 1'éclairage Kohler.
Ce prisme est usuellement un prisme de
Wollaston placé dansle plan focal objet du
condenseur (qui coincide avec le plan du
diaphragme d'ouverture) car ce plan est
mécaniquementassezfacilementaccessible
(df fignre 5). Les caractéristiques du prisme
de Wollaston a insérer dans 1'éclairage
dépendent évidemment du condenseur,
de I'objectif du microscope et du prisme
de Nomarski utilisés. Pour couvrir leurs

L'éclairage Kohler est un dispositif comportant une source spatialement incohérente (typi-
quement une lampe halogeéne), deux diaphragmes a iris réglables, le diaphragme de champ
(DC) et le diaphragme d'ouverture (DO), ainsi qu'un ensemble de lentilles (condenseur...)
permettant de réaliser un éclairage trés uniforme sur une zone de taille ajustable par le DC,
chaque point de la préparation étant éclairé par un cone de lumiére, d’angle ou encore
d'ouverture numérique réglable par le DO (méme cone pour tous les points - propriété de
télécentricité, adaptée a la télécentricité objet des objectifs de microscope) [2,3]. Il peut étre
réalisé pour |'éclairage des objets observés tant en transmission qu'en réflexion, en utilisant
dans ce dernier cas une lame semi-réfléchissante pour envoyer la lumiére a travers |'objectif du
microscope. |l est fourni en standard sur tous les microscopes actuels.

(1919-1997). Diplémé de I'Ecole Polytechnique de Varsovie (Pologne) et de I'Ecole
Supérieure d'Optique (1949), Georges Nomarski est un ancien chercheur de I'Institut
d'Optique (IOTA a Paris puis Orsay, devenu I'lOGS a Palaiseau depuis). Il a déposé plusieurs
dizaines de brevets au cours de sa carriére.
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gammes d'objectifs et de condenseurs,
les fabricants de microscope commercia-
lisent a cet effet un ensemble approprié de
paires de prisme de Wollaston et de prisme
de Nomarski.

Conclusion

Alors qu'il travaillait a 1'Institut
d'Optique de Paris avec des collegues
comme Maurice Francon®, Georges
Nomarski avait-il anticipé en 1952 la
diffusion mondiale et la pérennité au
fil des décennies de cette technique de
contraste interférentiel différentiel qui
porte désormais son nom ? Son dispositif,
qui peut étre associé a tous types d’ob-
jectif sans réduction d'ouverture numé-
rique utile ni modification du microscope
autre que I'insertion du ou des prismes,

Figure 5. Principe de mise

en ceuvre du CID Nomarski

en diascopie. P: polariseur.

W : prisme de Wollaston compensateur.
N': prisme de Nomarski.
A:analyseur. Les tracés des rayons
dans les prismes sont simplifiés
al'essentiel et les déviations
angulaires trés fortement exagérées. =
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Figure 4. Photographies d'un CID
Nomarski commercial (modele pour
épiscopie). (a) Le composant dans son
boitier d'utilisation. (b) Le composant en
position dans la téte du microscope juste
au-dessus de la tourelle porte-objectifs. Le
prisme de Nomarski, qui se présente en
pratique comme une simple lame a faces
paralléles de forme circulaire, n'est pas
directement visible sur les photographies.
1l est positionné en contre-bas de
1'ouverture circulaire visible sur la
photographie (a). La grande molette sur la
droite permet le réglage du parametre @,.

aen tout cas séduit tous les fabricants de
microscopes qui le proposent toujours
en bonne place dans leurs catalogues
respectifs. Cette invention de plus de
soixanteans d'age a encore actuellement
des dizaines de milliers d'utilisateurs dans
le monde et reste incontournable pour
certaines observations, de la science des
matériaux a la biologie.

/(1913-1996)

NOTA: Cet article est directement dérivé
d'un chapitre du cours Techniques micros-
copiques des mémes auteurs, disponibles
sur le site Web Optique pour I'ingénieur
(http://www.optique-ingenieur.org/fr/
ressources/modules?module=03) de
ressources numériques en ligne de I'uni-
versité du Maine diffusées sous licence
ouverte GNU FDL.
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