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INTRODUCTION

Les progrés immenses réalisés durant le
cours des dernieres années dans la connais-
sance du systeme nerveux cenfral sont dus,
pour une trés grande part, aux perfectionne-
ments ([uihse sont produits de différentes
tacons dans la technique microscopique en
géneral, et trés particulierement dans les
méthodes modernes de coloration et d'impré-
anation métallique des coupes de 'axe céré-
bro-spinal.

Il ne faut pas oublier que, pour arriver &
connaitre exactement la structure de I'organe
nerveux central et les rapports qui existent
entre ses (ifférentes parties, il est de toute
nécessité que I'étude s’applique non seulement
a la topographie et aux caractéres généraux
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des éléments nerveux constitulifs, mais encore
a leur mode de structure intime ainsi qu’a
leurs  connexions de continuité ou de
contiguité.

Cette ¢tude me peut étre rigoureuse el
produire des résultats positifs, qu’'en tant
qu'elle reposera tout & la fois sur I'anato-
mie et sur I'histologie, et ce ne seront que les
investigations qui combineront les procédés
de ces deux sciences, qui permetiront aussi
de saisir I'unité du complexus morphologique
¢t physiologique du systéme nerveux central.

Un ftravail pareil, pour étre sérieux et
vraiment instructif, ne doit pas s’exécuter
exclusivement au moyen de livres, de dessins.
de dissections, ou par le seul examen de pré-
parations microscopiques toutes laites. Il faut
nécessairement, soi-méme, apprendre a faire
des coupes, a les colorer, a les monter; s’as-
similer la technique microscopique spéciale,
qui, par des manipulations successives, des
procédés divers, transforme une pi¢ce donnée
du systéme nerveux central en préparations
microscopiques définitives; ces lravaux pra-
tiques, ces coupes, il est bon de les exécuter
sur de nombreuses piéces, sur des organismes
différents ; il faut employer des méthodes de
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coloration variées. puis examiner les éléments
nerveux dans les différentes directions dans
lesquelles ils progressent el A des grossisse-
ments divers. Ce n'est qu'a ce prix quon
arrive d connaitre 1'organe cérébro-spinal i
I'état embryogénique on & 1'état de dévelop-
pement définitif, pathologique ou normal.
Mais une ¢étude anatomo-histologique tou-
jours plus exacte, plus sévere relativement a
I'interprétation des faits observés, n'est pas
possible sans le secours d'une technique mi-
croscopique toujours plus pariaite. C'est a
développer celle technique : instruments,
procédés de durcissement plus rapides, me-
thodes de coloration plus eégales, ete., que
s'appliquent de mnombreux savants; aussi.
comme nous le disions plus haut, la technique
qui a en vue l'élaboration de préparations
du systeme nerveux central a-t-elle fourni
déja des résultats surprenants.
Malheureusement, la technique microsco-
pique générale, usuelle,telle que la décrivent
avec un grand luxe de détails, les remar-
(quables traités classiques de Robin, de Ran-
vier, de Stoehr, de Fol, de Bolles-Lee et Hen-
neguy, de Iriedlender et de tant d’autres,
embrasse le domaine des sciences anatomiques
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ou naturelles, ete., dans son entier ; aussi, Ia
place qui est réservée, dans ces ouvrages, au
syteme nerveux central y est-elle le plns sou-
vent lellement écourtée, (ue ceux qui veulent
chercher dans tel ou tel de ces livres les mé-
thodes modernes de coloration, par exemple,
les détails de telles parties de la technique des
coupes, etc. en un mot le résumé des soins a
donner aux pieces d’origine cérébro-spinale,
en sont frop fréquemment pour leur peine.

Les mouvelles méthodes de coloration,
celles des gaines a myéline surtout, les nom-
breux procédés dimprégnation métallique,
récents pour la plupart, les perfectionnements
techniques, les nouveaux agents employés,
etc.,sont épars daus des recueils périodiques,
dans des monographies, ou mentionnés beau-
coup trop sommairement, soit dit en passant,
dans les ftraités d’anatomie des centres ner-
veux.

Il s’ensuit que celui quin’a pas & sa por-
tée une bibliotheque tres spécialisée, biblio-
theque qui ne se trouve guere que dans les
asiles ou dans les cliniques de maladies du
systtme nerveux, ne.peut pas arriver { avoir
une vue d'ensemble sur ce qui a été fait et ce
qui se produit au jour le jour dans le do-
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maine de la lechnique qui nous occupe.

Les lecons mémes qu’il suivra dans un
cours de micrographie ou d’histologie ne luji
donuneront, & cel égard, que des indications
générales, mais insuffisantes pour mener i
bien I'étude dont nous avons parlé et dont
cette techniquespéciale est le corollaire. 11 en
sera réduit, pour s’instruire, 4 collectionner
des renseignements littéraires, disséminés dans
les revues spéciales de langues diverses, ou i
recueilliv ici et 1a des renseignements, des
données verbales, qui perdent le plus sou-
vent a étre formulées antrement que didacti-

quement ou par d’aulres (qque par un auteur
lur-méme.

('est 1‘1(}111; combler, en partie tout au
moins, ce que nous croyons étre une lacune
et pour répondre & un désir qui nous a été
exprimé de différents cotés depuis que nous
nous occupons de travaux pareils, que nous
avons groupé dans les pages suivantes, et
tels que nous les avons employés ou vy appli-
quer, les procédés capables de faciliter la
technique microscopique spéeiale des e
nerveux.

eéntres

Nous ne pouvons cependant pas f
trer dans le cadre

aire en-
resireint de ce volume



X INTRODUCTION

tout ce qui a ¢té produit et publié relati-
vement aux méthodes innombrables de colo-
ration, méthodes elles-mémes modifiées dans
un sens et dans l'autre, aux procédés techni-
ques divers et leurs perfectionnements ; une
pareille ceuvre de compilation ne répondrait
pas au but que nous nous proposons.

Aussi force nous a été de condenser, d'éli-
miner ce qui ne nous paraissait pas utile ou
nécessaire, et de ne mentionner tantot plus
longuement, tantdt d'une maniere plus con-
cise, suivantl'importance du sujet, que ce qui
a été éprouvé, ce qui peut réellement rendre
service, en constituant, non pas un traité di-
dactique, mais comme un vade-mecum, qu’on
pourrait consulter pour y trouver ce qui est
nécessaire pour la pratique de laboratoire.

Nous renvoyons toutefois aux ouvrages
classiques et aux sources auxquelles nous
ayons puisé, et que mous consignons a la fin
de ce travail, pour tout ce qui a trait aux
détails généraux, usuels, de technique mi-
croscopique, détails avec lesquels chacun
apprend a se familiariser durant le cours de

ses études,
Nous passerons rapidement en revue les
instruments nécessaires pour I'étude propre-
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ment dite et pour la fabrication des coupes,
les accessoires d'installation et de travail,
pour aborder les importantes questions du
durcissement des picces, des enrobements ;
nous nous occuperons ensuite de I'élabora-
tion des coupes, des systémes de plaques, de
feuillets en séries, et nous reproduirons telles
qu’elles ont été publiéesou condensées, pour
ne pas faire trop de répétitions, les méthodes
les plus sires, les plus usuelles de coloration
des cellules avee leurs prolongements nerveux,
des gaines de myéline, les procédés d'impreé-
gnation métallique, avec quelques-unes des
modifications que nous estimons bonnes, en
accompagnant telle de ces mentions d’obser-
vations critiques.

La part qui dans ce travail nous revient en
propre esl, en somme, minime, puisque ce¢
sont les recherches et les travaux d'autrui que
nous désirons mettre en lumieére ici dans un
but scientifique général ; toujours est-il que
cette part, si petite qu’elle soit, est le résultat
de nombreuses expériences personnelles, d'une
étude approfondie du sujet durant le cours de
notre activité an laboratoire de 1'asile du
Burghoelzli, toutes choses qui ne nous ont éé
possibles que grace a la bienveillance de notre
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anciendirecteur, M le professeur Forel, auquel
nous nous plaisons d’oftrir tous nos remercie-
ments pour la libéralité avec laquelle il a mis,
durant ces derniéres années, & nolre service
son savoir étendu, ses livres el Jes ressources
du laboratoire de I'asile.

Novembre 1803,

D A MeRcier,

Ancien second! médecin  de I'établissement
cantonal des aliénés du Burghoelzli Ziirich.



TEGHNIQUE  MIGROSCGOPTQUE

DES

COUPES DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

“s

PREMIERE PARTIE

TECHNIQUE PREPARATOIRE ET ELABORATION
DES COUPES

—— ee—

CHAPITRE PREMIER

A. — INSTRUMENTS D'ETUDE ET DE TRAVAILL.

Dans le cours des manipulations nombreuses
que subit une coupe du systéme nerveux cen-
tral ', avant d’atteindre son parachévement
et de devenir une préparation microscopique
proprement dite, 1l est nécessaire de controler,
toul au moins au début d’une série et lors-
quon substitue une méthode de coloration i
une autre, les différentes phases par lesquelles
elle doit passer. Pﬂu:‘_cela, 1l n’est pas besoin
d’employer un grossissement puissant. Non

1. Pour abréger, nous emploierons dans lasnile, ponr
désigner le systéme nerveux central, les detlres S. N. C,

|



2 TECHNIQUE MICROSCOPIQUL

seulement un grossissement faible ou moyen
suflira pour juger, par exemple, du degré de
coloralion, de l'action exercée sur une coupe
par un I{waﬂ‘e ou un bain de différenciation, de
la facon dont s‘opere | LL]E’L]IG]HSBH'IE‘I]TL} mais il
sera le plus souvent prudent de n’avoir recours
quau grossissement moyen ou faible d’une
loupe ou bien d'un oculaire (doublet) monté
sur un pied, pour éviler les accidenls qui
pourraient détériorer I'objectif d’'un micros-
cope.

Tantqu’une coupe, en effet, n’est pasmontée,
elle nage la plupart du temps soil dans un
récipient (cupule, auge) dans lequel on la traite,
soil sur le porte-objet sur lequel elle aura été
placée, dans une quantité plus ou moins con-
sidérable de liquide (mélange aqueux, acide,
essence, alcool, elc.).

Or, pour examiner l'élat d’une coupe en
traitement, au grossissement d'un microscope,
il faut Vapprocher en général assez preés de
Pobjectif ; on court ainsi le danger de souiller
une lentille, sans compter qu’on expose I'arma-
ture de Pobjectif a des détériorations résultant
du contacl des réactifs dans lesquels la coupe
séjourne momentanément; de méme pour la
platine et les autres piéces de I'instrument.

Une coupe en traitement ne devrait étre
examinée (controlée) qu'a la loupe ou au
microscope a dissection; le microscope pro-
prement dit ne doit étre employé quepour I'¢-
tude de préparalions terminées; mais, comme
le porte-objet ou le récipient dans lequel se
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trouve une coupe doit pouvoir reposer sur un
support assez forl pour servir de point d’appul
stable, qu’il est bon de pouvoir, en oulre, béneé-
ficier pour cet examen de la lumicre réfléchie,
que le tout, enfin, soit & ’abri d’un faux mouve-
ment et qu’il est toujours utile d’avoir les deux
mains libres, nous engageons 'opérateur a ne
se servir que trés exceplionnellement de loupes
ou d’oculaires non montés sur un pied fixe.

Mentionnons comme bonnes la loupe de
Coddington (1), celle de Strauss, modiliée par
Nuchel, et celleavee pied articulé de Cosson (1).
[’essenliel esl que linstrument posséde un
pied métallique assez lourd, que la tige soit i
crémaillicre et que le bras articulé qui se meul
sur celle tige puisse recevoir un oculaire ou
an doublet qui soit susceptible d’étre rapide-
ment et facilement rapproché d'un objet quel-
conque placé sur la table de travail.

Un instrument qui rendra certainement de
arands services dans la phase du traitement
d'une coupe, et qui, au reste, plus tard égale-
ment sera trésapprécié pour 'étuded’ensemble
d’'une coupe du S. N. C., instrument qu’a notre
sens on n'emploie pas suffisamment en histo-
logie et qui, avec un jeu suffisant d’oculaires,
peut souvent remplacer un microscope pro-
prement dit, est le microscope a disseclion de
Nuachet, ou ceux qui, dans la suite, ont été
construits sur ce type (microscope a dissection
de Zeiss, a4 appuis coudés). — En parcourant
les cgtalﬂgues de microscopes, on peut se
convaincre que ces instruments présentent, au
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point de vue de la forme, des dimensions, des
délails de construction, de la grandeur el du
prix (et le prixrésume, le plus souvent, & lui
seul le summum des qualificatifs), des variétés
infinies. Chaque pays prone ses produits comme
etant, cela va de soi, les meilleurs; chaque
micrographe, au reste, a ses preférences.

Nous ne pouvons pas enlrer ici dans trop de
détails descriplifs, ou recommander spéciale-
ment pour I'étude du S. N. C. un instrument
plutotque telaulre; on enconstruit d’excellents
parlout; Nachet, Verick, Reichert, Hartnack,
¢t nous en passons, Leilz enlre aulres, en
fournissent de parfaits. Nos préférences per-
sonnelles vont aux produits de la maison Zeiss.

Pour avoir un vraiment bon instrument, il
faut savoir (ou pouvoir!) y mellre le prix
voulu. These générale, les microscopes les plus
simples sont les meilleurs (2).

Voici, briévement résumées, les qualités
indispensables que doit présenter un instru-
ment convenable. Toul d’abord, et c’est ici
une recommandation dont on ne tienl commu-
nément pas assez compte, l'instrument doil
avoir une puissante charpente; 'armature, le
montage enlier, le stalif, en un mot, doit étre
solide, fort et bien planté. La base propre-
ment dite du stlatif, ou le pied, sera large, bien
évasee, construite en forme de fer a cheval. La
crémailliere doit étre mise en mouvement au
moyen de deux grandes rondelles métalliques ;
elle doit étre irréprochable, car c’est elle qui
¢lévera ou abaissera le systéme oplique tout
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entier. Nous proserivons absolument I'emploi
de microscopes avec le systéme du tube &
tirage. Tous les bons 1nstruments sont cons-
truils, actuellement, de facon & pouvoir bas-
culer. La vis micrométrique doit manceuvrer
loujours trés exaclement. Le tube & lirage
supériear sera gradué. La plaline, ou table
dumicroscope, sera grande, spacieuse, épaisse,
forte. Elle sera placée assez haul, de facon &
permeltre dans la suite, silors de I'achat d’un
instrument on n’en fail pas de suile 'acquisi-
tion, l'adaptation de P'appareil condenseur
d’Abbe. Le miroir sera grand, double, concave
et plan, mobile dans tous les sens (2).

L’axe du miroir, I'ouverture de 'orifice cen-
tral de la platine, les jours des diaphragmes,
les objeclifs, le corps du microscope, les verres
des oculaires, toutes ces dillérentes parties,
disons-nous, doivent ¢tre exactement centrées
les unes par rapport aux aufres.

C’est dire qu’il vaudra toujours mieux ache-
ter I'instrument au complet dans la méme
fabrique, & cause des garanties d'un centrage
parfait, sans parler des autres avantages,
plutét que d’acheter un statif, par exemple,
d’une maison donnée et de s’adresser pour les
objectifs et les oculaires & une autre maison.
[l est prudent de n’acheter que conditionnelle-
ment, 'instrument devant étre soumis, avant
I'acquisition définitive, & 'appréciation d’un
spécialiste.

Pour I'étude du S.N. C., un microscope pareil
a celui qui remplit les desiderata que nous
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venons d’énumérer suffira. Pour I'étude ana-
tomique ou topographique, les objeclifs 2, 4,
7 ou 8 de la pluparl des constructeurs, AA,
DD ou AA, C. E de Zeiss, les oculaires I et 11!
(IT et IV de Zeiss) répondront & la plupart des
besoins. Pour [I'histologie il faut, en outre,
"appareil condenseur d’Abbe et une lentille a
immersion homogéne (1/12).

Reégles générales pour Uemplor du micros-
“cape (2). — Quelque objectif qu'on destine &
un examen, ne se servir que d'un oculaire
faible ; commencer toujours par un grossisse-
ment faible. Ne sortir le tube & tirage que
jusqu’a la marque, c’est-a-dire le nombre de
centimétres exigés, prévue par le systeme
optique. La plupart des préparations du S.N. C.
exigent linterposition d'un diaphragme a
ouverlure minime. Pour les objeclifs ordi-
naires, n’employer que le miroir concave.
Pour metlre au point, élever ou abaisser la
crémailliére sans toucher a la vis micrométri-
que, qui ne doit servir qu’'a parfaire la mise
an point. La main gauche tient le porte-objet,-
la main droite sur la vis micrométrique.
Regarder les deux yeux ouverts; Je microscope
doit étre placé & environ 1 métre ou un demi-
meétre d’une fenétre. Eviter le soleil.

Pour travailler & la lumiére artificielle, obser-
ver les régles suivantes : 1° la lumiére doit
avoir une intensité suffisanle; elle doit etre
blanche ct permeltre de reconnaitre les diffé-
rentes couleurs d’une coupe el de diflérencier
les couleurs 'une de 'autre ; 2° elle ne doit pas
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sblouir ou fatiguer les yeux de I'observateur;
99 il faut pouvoir se garer d’un dégagement de
calorique trop considérable (3). La plupart des
appareils employeés (lampes), que la lumiere
soit fournie par une lentille convexe ou par une
boule remplie d’'une solution ammoniacale de
sulfate de cuivre (boule des cordonniers), don-
nent une lumiére qui ressemble & la lumiére
solaire directe et non pas a la lumiére diffuse.
On corrige cet éclat en placant entre la lampe
ot le miroir un écran de verre colore en verl
clair ou en bleu, suivant la source de lumiére,
pétrole, gaz ou lumiere électrique.

On a construit des lampes spéciales, aréflec-
teurs, & miroir, & lubes projecteurs pour facili-
ler le travail de nuit (Voir les catalogues d’'in-
strumenls et appareils microscopiques: lampes
' Edinger, de Koch, de Schiefferdecker, elc.).

Tenir le microscope en parfait état de pro-
preté : ne jamais toucher les verres avec les
doigts. Pour le nettoyage, se servir d une peau
de laine fine ou d’un linge trés fin (toile de
lin). Pas de chiffons, ni de mouchoirs ordi-
naires. A-t-on souillé un objectif, une lentille
A immersion, enlever le systéme et l'essuyer
avec la pean humectée d’alcool étendu, avec la
toile de lin humectée avee de la benzine, mais
sans dovisser les lentilles, sans [rotier. Sécher
soigneusement. Pour les lentilles & immersion
homogene, ne se servir que d’essence de cedre.

Lorsqu’on ne travaille pas, tenir 'instrument
sous une cloche de verre, ou I'enfermer dans
sa boite.
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Comme accessoires, recommandons emploi
de P'appareil revolver i deux ou trois pas de vis
et sur lequel on tient vissés les objeclifs dont
on se sert le plus habituellement. 1] est impor-
tant, dans I'étude des préparations du S. N. .,
de pouvoir examiner successivement, i difl6-
rents grossissements, tel faisceau de libres,
telles cellules, etc. ; il suffit, dans ces cas, d'un
simple mouvement de rotation imprimé & un
objectif vissé sur le revolver, pour substituer
presque instantanément un grossissement i un
aulre, sans courir le risque, en dévissant un
objectif pour en visser un autre, de voir se
déplacer la partic qu'on examinait. Nous preé-
Iérons le revolver au systéme des objectifs a
liroir, que cerlains construcleurs recomman-
dent, et qu’on change également avec rapidité
ct aisémenl sans changer la préparation de
place.

Mentionnonsaussi le micrométre oculaire, qui
se place dans le cylindre d’un oculaire. Ce petit
appareil rendra des services lorsqu'il s'agira
de compter le nombre de certaines cellules,
des cylindraxes, des fibres, dans un espace
donné et pour permettre, par comparaison d’un
coté de la coupe avec 'autre, de fixer le nom-
bre ct la grosseur de certains éléments a ’état
normal et & I'état pathologique (atrophie par
dégénérescence, par arrachement, etc.).

Toule élude microscopique, pour élre com-
plete, devrait toujours étre accompagnée du
dessin de la préparation examinée, d’'une par-
lie tout au moins de la coupe qu’on a sous les
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yeux. I observation en devient plus exacte, les
détails mieux définis, le souvenir en est fixé
d'une maniére durable. Le dessin, —et en pro-
gressant on arrive & dessiner assez convena-
blement — force I’observateur & faire attention
A tout ce qui s'élale sous ses yeux (proportions
exacles, situation, rapports, nombre, ete.

Pour les débuts, on fera bien de ne dessiner
qu’aun grossissement faible.

On pourra s'aider de la chambre & prisme de
Zeiss ou de Nachet, de Pappareil d’Abbe ou
d’Oberhauser. Tout le monde connait ces ingé-
nieux appareils qui renvoient I'image micros-
copique sur une feuille de papier qu’il faut
placer de telle sorle qu’elle corresponde au
niveau de la platine du microscope.

Pour 'emploi de ces appareils, on observera
les régles suivantes :

1° L’intensilé de la lumiére qui frappe le pa-
pier et celle du champ visuel du microscope
doivent élre, autant que possible, égales. L'in-
tensité de lalumiére qui frappe le papier étant
d’ordinaire la plus forte, il fatidra interposer
entre le papier et la fenétre un éeran (verre
fumé) pour assombrir un peu le papier. Si I'in-
lensité de lumiére est plus forte sur le champ
visuel du microscope, il faudra diminuer 1'ou-
verture du diaphragme ou de l'appareil con-
denseur.

20 Veiller & ce que I'angle formé par le mi-
roir de I'appareil & dessiner el 'horizontale du
papier, c’est-d-dire de la table de travail, soit
exaclement de 45°,
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3° Fixer le papier de facon a ce qu’il ne
glisse pas.

On peut se passer cependant de ces appa-
reils en placant simplement le papier & dessi-
ner sur un livre, une boite, la caisse du micros-
cope, par exemple, et & la hauteur exacte de la
platine, en regardant avec I'eeil gauche dans le
microscope et en suivant de 'eeil droit sur le
papier la pointe de crayon qui y suit les con-
tours de l'image observée. Aprés quelques
essais, on s’y fait assez bien.

Pour les dessins, il est bon de se servir de
crayons de différentes couleurs en adoptant une
fois pour toutes les mémes couleurs pour des
¢léments donnés; ces couleurs deviendront
fondamentales ; ainsi, pour les racines anlé-
rieures, parexemple, nous employonsle crayon,
¢’est-d-dire la couleur rouge; de méme pour
toutes les fibres d’ordre moteur; pour les ra-
cines postérieures et les éléments d’ordre sen-
sible, la couleur ou le crayon bleu; le jaune
pour le faisceau pyramidien ; le vert pour le
faisceau cérébelleux, etec., ete., en conservanl
dans la suile la couleur adoptée pour un
aroupe d’éléments, un ordre de fibres, de cel-
lules, ete., pour toutes les parties correspon-
dantes de 'axe cérébro-spinal.

La photographie rend de certains services
pour la reproduction des coupes de S.N. (. ; ce-
pendant, nous estimons que lesavantagesqu’'on
lui a attribués, comparativement aux dessins
faits & la main, ont été surfaits. Elle ne rem-
place pas un dessin exactement fail. surtoul
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quand il s’agit d'unc préparation colorce
d'une certaine maniére ou d’'un élément histo-
logique observé & un grossissemen puissant.
Son application méthodique exige, pour fournir
des résultats vraiment satisfaisants, le con-
cours de nombreux facteurs: sensibilité parti-
culicre des plaques, coloration spéciale des
coupes, focus particulier, objectif trés puis-
sant, éclairage ad hoc, chambre obscure d'un
grand développement, appareils d’agrandisse-
ment, elc., ete., toutes choses qui ne peuvent
guére étre mises en euvre dans un petit labo-
ratoire. Aussi, le plus souvent, sera-t-il plus
sage de s’en passer, quitte & faire opérer la
reproduction de Lelles préparations rares par
un opérateur de profession ou dans un arand
laboratoire oll se trouvent les instruments né-
cessaires. Nous renvoyons ceux que la ques-
tion intéresse aux traités de photographie, qui
presque tous consacrent un chapitre spécial
4 la reproduction des préparations microsco-
piques, aux ouvrages classiques de technique
histologique et en particulier & 'ouvrage de
IFol, pages 75; 85 (4).

CCest & B. Stilling que revient lc merite
d’avoir introduit en technique microscopique
la méthode de coupes en séries, c’esl-d-dire
d’une suile non inlerrompue de coupes, pour
’étude des differentes parties du S. N. C.

Dans le temps et avec les moyens rudimen-
taires qu'on avait & sa disposition, I'élabora-
tion de coupes analogues & celles que nous
obtenons aujourd’hui, et dont le diamétre el
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I’étendue peuvent étre relativement congidé-
rables, coupes transversales ou longitudinales
du cerveau entier, coupes sagiltales du
tronc, elc., n’ett pas été possible. Pour réali-
ser ces progres, il a fallu construire des instru-
menls spéciaux, ingénicux, susceptibles de sc
préler a loutes les exigences scientifiques mo-
dernes el au moyen desquels on puit opérer
d’'une maniére continue, toujours égale et
mathématiquement réglée, des coupes isolées
el en séries, dans tous les sens et sur n’importe
quelle piéce ou portion de Ilaxe cérébro-
spinal.

Les microtomes fabriqués actuellement rem-
plissent lous les desiderata formulés dans ce
sens ; 1ls sont déja si nombreux, si variés de
formes, de dimensions, ele., enrichis de tant de
détails accessoires, qu’il ne nous est pas pos-
sible de les énumérer ici. On consullera donc
avec avantage les catalogues illustrés des
maisons qui les construisent.

Citons comme les plus uliles et les mieux
construits les microtomes de fieichert, & Vien-
ne, de Schanze, a Leipzig, de Jung, & Heidel-
berg, de Malassez, le rocking-microtome de la
Cambridge Society (5) el le microtome de
Thoma (Jung). Demaige, & Paris, a construit sur
le modéle du microtome anglais un instrument
d’une grande régularité (5), qui se préle tres
spécialement & 1'élaboration des rubans de
coupes (sur papier) et qui, au ]'rqintde vue c!.c:a
pieces volumincuses, est apprécié des spécia-
listes.
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Le plus simple de ces instruments est repré-
senté par un cylindre creux : la piéce a couper
y est incluse dans une masse fluide qui se
durcit par le refroidissement. A la parlie su-
périeure du cylindre se trouve un anneau en
verre ou en métal sur lequel glissera le cou-
teau qui doit opérer les coupes. Une vis micro-
méltrique fait monter la piéce prise dans la
masse d’enrobement. Tel est le microtome de
Ranvier (1), et ¢’est sur ce principe qu’est cons-
truit celui de GGudden, dont nous parlerons
plus loin.

La construction des microtomes plus com-
pliqués dont on se sert parlout aujourd hui
repose sur le principe du glissoir. IFigurons-
nous un plot mélallique sur lequel on peut &
volonté fixer ou visser une lame de couleau,
lame courle ou longue, plane ou concave, etc.
Ce plot glisse, par traction mécanique (mani-
velle) ou manuelle, le long d’altelles en mélal
plein ou en verre, plus ou moins longues,
haules, ¢paisses, fixées sur une armalture ou
pied de métal. Un peu plus avant ou vers le
milieu de I'appareil ainsi conslitué se trouve
la vis micromélrique qui, dans les microtomes
de construction récente, se meut automati-
quement par déclanchement d'un nombre
donné de millimétres et qu’'on gradue en con-
s¢quence. Au-dessus de la vis en queslion se
trouve I'élau porte-objet, la pince dans laquelle
on enchasse la picece deslinée & fournir des
coupes. Le lout repose sur une table. Il est
des microtomes qu’on peut plonger tels quels
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pour couper dans un récipient (baguel) rem-
pli d’eau. Pour faciliter les différents actes de
I"élaboration des coupes, les constructeurs ont
pourva ces instruments d'une quantité de
détails ou d’accessoires, qui ont pour but aussi
de remédier & différents inconvénients dont les
coupes peuvenl avoir & souflrir. De certains
microtomes sont plus spécialement construits
en vue des coupes provenant des piéces celloi-
dinées, d’autres prévoient plutol une fabrica-
tion de coupes parallinées; les uns ne visent
(qu'a opérer des coupes isolées, les autres sont
destinés plus particulidrement & I’élaboration
des séries, des rubans de coupes. Pour ces
détails techniques et les perfectionnements
récents, nous engageons le lecteur & lire, dans
Hermann (3), ce qui a trait aux microtomes de
De Groot et de Minot, de Strasser (6). Puis
Schaffer, Thoma, Stoss (in 3), et d’éludier les
catalogues (prix courants) des maisons que
nous avons indiquées plus haut.

Ceci dit, plutot que d’insister sur des des-
criptions que tout le monde peut lire, nous
nous bornerons & mentionner les conditions
essenticlles que doit remplir un microtome
pour répondre & toutes les exigences : 1° il
faut que la machine entiére soit lourde, par-
faitement d’aplomb, & base large et solide;
2° que la voie du glissoir, c¢'est-d~dire la voie
sur laquelle le plot avance par glissement, *smt
longue, & parois hautes; 3° le plot doit etre
lourd, bien en main lorsque la traction ne se
fait pas mécaniquement el élre pourvu de
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plusieurstrous ou pas devis, de fagon :i'a,pouvair
v enchasser ou visser la lame dans dillérentes
irmsiLi-:ms_a; 4 Tétau porte-objet, la pince,
comme nous lappelons, doit étre articulé,
pouvoir pivoter en tous sens, de facon & ce
qu'une picce donnée puisse eétre coupee sui-
vant dilférentes obliquités. Les bras de la
pince ou les mors doivent pouvoir se laisser
scarter facilement, et le tout étre susceplible
d’enserrer une piéce d'un volume au-dessus de
la moyenne. Le systéme de pince qui remplil
le mieux ces desiderala est celui construil
par les soins de la Station zoologique de Na-
ples; on peut l'adapter a la plupart des mi-
crotomes modernes ; 5° l'instrument sera d’une
construction aussi simple que possible.

Un instrument qui nous parait réunir la
plupart des conditions énumérées ici est le
microtome & plan incliné construit, d’aprés
Rivet, par Reichert, & Vienne. Il est construil
en deux grandeurs, muni de deux lames, de
la pince de Naples et d’'un cadre mélallique
pour 'enrobement & la paraffine.

(est un excellent instrument au moyen
duquel on peut couper les pitces les plus
petites et celles qui présentent un diamétre
d’environ 6-8 centimélres. Avee le microtome
grand modéle, on peut parer & toutes les éven-
tualités (Voir le catalogue de Reichert).

LLe microtome doit étre tenu en parfait état
de propreté; lorsqu’on ne s'en sert pas, on le
recouvrira d’une cloche ou d’une caisse (en
bois ou en verre).
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Le glissoir sera toujours parfaitement huile.

Les lames doivent étre larges, peu inclinées,
longues pour les bloes celloidinés, courtes et
plus épaisses pour les blocs paralfinés. Leur
base doit élre plate. On les essuiera solgneu-
sement apres chaque séance et, pour les faire
aiguiser, on fera bien de les envoyer au fabri-
cant qui les aura fournies.

Pour empécher I'enroulement des coupes
provenant de piéces paraffinées par un moyen
mécanique, on a construit (Strasser) (6) un ap-
pareil spécial : le Schnittstrecker (étaleur ou
exlenseur de coupes), qui consiste en barres ou
rouleaux ajustés sur la barre du microtome.

Il en existe de différents modéles. Tres
ingénieux, mais un peu compliqués, ces appa-
reils ne sont pas d’une absolue nécessité; on
peul les remplacer par 'emploi de la pincette
et d’'une aiguille manceuvrées avec palience et
dextérité.

Pour I'élaboralion des coupes provenant de
pieces non enrobées ou de bloes celloidinés, et
pendant laquelle la lame du couteau doit étre
constamment mouillée, Bernhard (7) a imaginé
une espece dirrigateur automalique qui se
lixe sur l'armature de l'instrument el qui,
réglé d'une certaine facon, laisse lomber goutle
& goutte le liquide voulu sur la lame; la main
gauche de. l'cpéraleur peut étre ulilement
cmployée aulrement qu'd humecter sans cesse
la lame avec un pinceau. Cel instrument est
d'un prix modique et rend de grands services,
surtout dans I'élaboration de longues séries.
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Recommandons également la lable-platine
de la Slation zoologique de Naples, qui s’en-
chisse dans la pince (étau porte-objet) du
microtome ; elle est construite spécialement
pour les bloes paraflinés.

Ces accessoires, de méme quec le cadre
métallique de la Station de Naples, dont nous
parlerons plus loin, se trouvent actuellement
chez la plupart des fabricants de microtomes.

La plupart des instruments sont construils
en différentes grandeurs et portent des nume-
ros correspondant & leurs dimensions. Pour
parer a4 loutes les éventualités, il est bon
d’acheler plutot un grand modéle, au moyen
duquel il sera loisible de couper toutes sortes
de piéces, mais de dimensions reslreintes le
plus souvent; pour les grosses piéces, comme
le cerveau entier, par exemple, d’animaux
comme le chat, et & plus forte raison pour le
cerveau humain, les microtomes pareils & ceux
dont nous venons de parler ne suffisent pas.

Toutes les fois qu'il s’agira de faire des
coupes de grand diamétre, il faudra avoir
recours au microtome de Gudden (8).

Cet instrument est constitué par un cylindre
metallique creux, dont la partie supérieure est
enchassée dans une cuve métallique (zinc),
rectangulaire, & rebords assez élevés. Le
corps méme du cylindre se frouve placé au-
dessous de celte cuve. Sur le fond du cylindre
est adaptée une vis aulour de laquelle tourne
une roue dentelée et qui opére a la facon
d’'une vis micrométrique. Un ressort ad hoc,
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produisant un certain bruit (avertisseur) au
contact de chaque dentelure, se déclanche A
chaque mouvement de rotation imprimé a la
roue. Un tour de roue complet fait jouer le
ressort seize fois et fait monter le fond du
cvlindre de la hauteur dun pas de vis. Une
raction donnée de tour de roue (1/12, 1/8,
1/6, ete.) fera donc monter le fond du Cj,lmu:lm
el la piéce incluse dans le cylindre d’une frac-
tion correspondante d'un pas de vis, ce qui
équivaut & un nombre déterminé de millime-
tres ou de fractions de millimétre. A la partie
supérieure du cylindre est encastré un anneau
en verre ou en métal assez large, trés plat, sur
lequel glissera le couteau destiné a opérer la
coupe. Ce couleau, plat en dessous et légeére-
ment concave en haut, glisse de gauche
droite et de haut en bas, tout en prenant cons-
tamment un point d’appui sur une reégle
métallique fixée en diagonale sur le fond de la
cuve. Le couteau est manceuvreé, c¢’est-a-dire
dirigé, par les deux mains de I'opérateur; les
avant-bras de celui-ci reposent sur deux
supports en bois, triangulaires, fichés pendanlt
’opéralion sur les angles de la cuve. L’appa-
reil entier repose sur quatre pieds analogues
4 ceux d'une machine a coudre. Une planche
recouvre le tout et, faisant couvercle, permel a
I'instrument de servir de table. La cuve est
remplie d’eau ayant bouilli, qui recouvrira par
conséquent I'anneau et le couteau. On opcre
ainsi toujours sous l'eau. Nous verrons plus
loin comment on doil procéder. L’inclusion



INSTRUMENTS 19

d’une pitce dans le cylindre se fait au moyen
de stéarine ou d’un mélange de diflérentes
paraffines.

Le microtome de Gudden est construit en
deux grandeurs. Le grand modéle contient un
seul cylindre, qui permet l'inclusion d'un cer-
veau humain avec son cervelet et dont le
diamétre est de 16 centimeétres. Le pelit
modele contient deux eylindres, 'un de 6 cenli-
meétres et demi, l'autre de 3 centimélres de
diamélre, pourvus chacun d'un anneau d'une
srandeur correspondante et d'une vis micro-
métrique. Cet instrument ne se trouve pas
dans le commerce; il faut, pour l'acheter,
s’adresser au constructeur M. Aatsch, i Miinich.
Ce dernier a construit en oulre un petit eylindre
portalif & anneau supérieur, en verre, dont le
diametre estde 1 cenlimetre et qui rend de réels
services pour couper de trés petites piéces. Au
fond du cylindre, une vis micrométrique.

Le tout peut se visser sur n’imporle quel
meuble et supporte 'immersion sous leaun.
Le grand avantage du microtome de Gudden,
abstraction faite de la parfaile régularité des
coupes obtenues, consiste & couper sous I'eau
et en ce que les plus grandes, les plus fines de
ces coupes ainsi élaborées se mettent & nager
sur 'eau au moment o elles sont détachées
de la piece. On évite ainsi les plissements, les
déchirures, qui seraient inévitables avec de
grosses piéces, si elles élaient coupées aux
microtomes ordinaires.

Pour former les blocs (celloidinés et paraf-
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[inés), nous recommandons le cadre melallique
de la Station de Naples, & bras mobiles dont
'écartement oule rapprochement peuvent étre
obtenus & volonté et qui est susceptible de
former ainsi des reclangles de différentes
grandeurs correspondant au volume de Ia
piece & enrober. Il est construit en trois mode-
les. Pour son emploi, voir l'article : Enrobe-
ment & la celloidine. I] se ferme, c’esl-a-dire se
monte, au moyen de deux tenons mobiles ef
forme boite quand il est aggluliné sur une
surface plane (plaque de verre). On le nettoie
trés facilement et son prix est minime.,

Lorsqu’une coupe isolée baigne dans un
liquide colorant fonecé, il est parfois malaisé
de la fixer sur le fond du récipient avant de la
sortir du bain ou de changer de liquide. En la
cherchant, on s’expose a des détériorations fi-
cheuses (pointe daiguille, ete.). Pour remédier
a cel inconvénient, Obersteiner (9) a imaginé un
petit appareil, le chercheur de coupes (Schnitl-
sucher), qui consiste en une boile dont un des
cotés manquerait.

Hauteur de la boite, 12 centimélres ; largeur,
12 cenlimetres ; longueur, 18 centimélres. La
parol anlérieure manque. Sur la paroi supé-
rieure estune ouverture conique, d’un diamétre
inférieur & celui du réeipient habituellement
employé. On place dans l'intérieur de la boite
une glace & miroir d’'une longueur correspon-
dant & celle de la boite, mais plus large, de
facon & ce qu’elle forme avec le fond de la
boite un angle de 30 & 40°, face & I'ouverture,
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¢'est-a-dire au eoté manquant. Pour empécher
la glace de glisser, on fixe au-devant de celle-ci
une petite liste de bois. Pour « chercher »,
placer le récipient sur I'ouverture de la paroi
supérieure, la glace regardant vers une
fenétre.

Lorsqu'on veut obtenir une imprégnation
compléte d'une piéce au moyen de la paraf-
fine ou que, dans le cours des manipulations
techniques, il faille donner des bains & une
température constante, comme certaines mé-
thodes colorantes le prévoient, il est nécessaire
d’avoir a sa disposilion une éluve de Yaboratoire
(incubateur). Il y en a de différentes grandeurs.
L'étuve en question est représenlée par une
caisse mélallique (en cuivre), & doubles parois.
La caisse, c’est-d-dire I'espace compris entre
les parois métalliques, est remplie d’eaun dislil-
lée. L'intérieur de la caisse est d'ordinaire
divisé en deux compartiments au moyen d’une
plaque a jour qui fait tiroir, sur laquelle on
place les récipients (auges, cupules, bocaux),
et & dilférentes hauteurs suivant le cran on
celle plaque-tiroir sera placée et suivant les
dimensions du récipient.

La paroi antéricure de la caisse est fermée
par une plaque de verre, encastrée dans un
cadre métallique & charnicres et fermant
hermétiquement.

Un thermomeétre spéeial émergeant de la
partie supérieure de la caisse plonge dans
Pintérieur de 1'étuve : il donne le nombre de
degrés de I'air chauffé dans 1’étuve. Un thermo-
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regulateur, adapté a l'angle de la caisse et
dont la boule & mercure baigne dans 'cau
contenuc entre les parois, laisse passer le gaz
qui, venant d’'une conduite, va se rendre au
bec de gaz, dont on régle i volonté 'intensité.
La flamme se trouve au-dessous du fond de
la caisse. On peut ainsi graduer la tempéra-
lure de I'eau et, par conséquent, celle de air
de I'étuve, de facon a les mainlenir un long
lemps durant & un certain nombre de degrés
invariables. L’eau doit toujours remplir exac-
tement I’espace compris entre les parois; il
faut en rajouter de temps i autre pour main-
tenir le niveau voulu; les étuves se fixent au
moyen de forts boulons contre le mur. Il en
est qui sont montés sur des pieds en métal.

B. — INSTRUMENTS ACCESSOIRES.
VAISSELLE. — REACTIFS.

Nous n’avons pas l'intention de délailler ici
tout ce que peut réclamer, en fait d’acces-
soires, etc., l'installation compléte d’un labo-
ratoire ; nous désirons indiquer simplement
les objets, les agents les plus nécessaires,
voire méme indispensables, pour la technique
microscopique spéciale du S. N. C.

On trouvera au chapitre que cela concerne
(Coloration) ce qui doit étre employé spéciale-
ment pour 'application d'une méthode donnée.
La nomenclature suivante et forcément réduite
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pourra, au fur et a mesure des besoins, étre
complétée suivant les désirs de chacun.

1o Instruments et ustensiles. — Divers.

1-2 ciseaux droits, effilés, longs.

92-3 pincettes & dissection, & mors plats, dont
I'une tres forte.

92-3 aiguilles & dissocier, & manche de bois
ou de corne.

9 scalpels au moins, droits, pointus.

{ spatule en os ou en bois, si possible en
platine.

1 rasoir plat d’un eoté.

3-4 piquants de porc-épic (vieux porle-
plumes).

3-4 pinceaux a poils de blaireau.

Une provision de papier & [iltrer, blanc
(Joséphe).

Une provision de papier-closet (closel-paper).

Un nombre sufflisant d’étiquettes gommeées
(grandes et pelites).

II est indispensable, en outre, d’avoir & sa
disposition des boites, des cartons.

Si possible, une armoire ad hoc, pour con-
server les différentes séries de coupes.

1 baquet & ordures.

1 trépied muni d'un treillis métallique.

1 encrier, plumes et crayon; un jeu de
crayons colorés,

Une provision de vieux linges (mouchoirs).
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Quelques bouchons et petits morceanx de
I]P‘]S quadrangulaires pour I’enrobement des
piéces.

2° Vaisselle. — Verroterie.

Quelques baguelles de verre.

Au moins 12 sous-lasses en faience blanche.

3-4 grandes assielles, ovales et rondes, peu
profondes, a fond plat.

Une colleclion de verres de montre (24-48).

15-20 cristallisoirs (les auges & oiseaux con-
viennent trés bien).

Un cylindre gradué jusqu’d un litre, en
verre.

Un cylindre gradué jusqu’a 100 grammes,
en verre.

4 entonnoirs en verre au moins et de gran-
deurs différentes.

Quelques terrines en grés gris, & couverele.

Une provision de plaques de verres de diflé-
rentes dimensions.

Le nombre voulu de {lacons pour réactils et
solutions. |

Quelques bocaux en verre & large ouverture
et & couvercle en verre.

2 auges spéciales pour les essences d'éclair-
cissement.

1 flacon avec batonnet de verre pour le
baume de Canada.

2-3 cloches (verres & pied dont le pied serait
casseé).
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Une grande auge carrée ou oblongue, & cou-
vercle fermant hermétiquement, pour le bain
de déshydratisation.

Une lampe & alcool, au moins.

Quelques tubes & expérience.

2-3 ballons en verre, & fond plat.

Une cruche & cau.

Le nécessaire pour se laver les mains.

Les assieltesdoivent étre larges, plutol plates,
de dilférentes grandeurs et correspondre aux
dimensions des coupes : moyennes, grandes,
trés grandes (plats).

Les bocaux seront, en général, peu élevés,
mais trés larges. Pour la période de durcisse-
ment, nous recommandons 'emploi de terrines
en greés ; on peut les couvrir au besoin avee une
plaque de verre. Les récipients sont calculés
aw prorala des quantités de liquide nécessaire
pour le durcissement.

Il en faut done de lreés grands pour les cer-
veaux entiers, d'autres lrés longs, mais étroits,
pour les moelles, etc., qu'on conserve in lolo.

En fait de flacons, les premiers venus peu-
vent suflire. Pour quelques réaclifs spéciaux,
on en choisira aveec bouchon de verre. Les
verres de montre seront aussi concaves que
possible et & bord rodé.

Les cristallisoirs (auges & oiseaux) seront peu
¢levés, et on en aura une cerlaine quantité, de
dimensions différentes, & sa disposition ; ces
auges conviennent trés bien pour les bains de
coupes isoldes. -

Il est important d’ayoir toujours préparées

)
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d’avance des provisions de porte-objets de dil-
férentes dimensions. Ils seront lavés d’avance
et tenus & l'abri de la poussiére dans un linge
dont on les enveloppera.

Au début de chaque série, on numeérote ceux
qui devront élre employés.

Leur épaisseur variera entre 1-1,5 milli-
metre (2).

Les couvre-objets seront laillés de facon a
avoir les uns 15, les autres 25 millimétres de
coté. Pour les coupes de plus grandes dimen-
sions, ils seront proportionnés au diamétre de
la surface & recouvrir. Pour les préparations
qu’on n’examine qu’au grossissement faible ou
moyen, une épaisseur de 1-1,5-2 millimetres
n’a rien d’excessif. Pour les grossissements
puissants, il faut employer deslamelles couvre-
objels, dont on aura différents jeux sous la
main.

Pour nos longues séries de coupes, nous fai-
sons lailler des plaques de verre de fagon a ce
que celles-ci puissent servir suivant les dimen-
sions des coupes que nous obtenons dans une
série, soit de porte-objets, soit de couvre-objets.
Leurs dimensions varient alors suivant les exi-
gences de la piéce & couper.

30 Réactifs. — Ingrédients, elc.

En fait de substances colorantes, de reac-
tifs, ete., se rappeler les deuxrégles suivantes,
formulées par Steehr (2) : 1° ne faire que de
petites provisions; les réaclifs et la plupart des
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<ubstances employées en technique MiCrosco-
pique s’altérent plus ou moins rapidement el
sont, en général, d’'un prix assez élevé; 2° ne
(aire les solutions et les mélanges & employer
qu’au fur et & mesure des besoins. On se lrou-
vera toujours bien, en outre, de revétir chaque
flacon, chaque bocal, chaque boite, d’une éti-
quelte trés lisiblement annotée, mentionnant
le nom du réactifl et trés exactement sa cOmMpo-
sition et le poids des substances cmployées.
Les flacons et autres récipients seront conve-
nablement fermés. On ne les remplira jamais
compléelement. Autant que faire se pourra, les
ingrédients mnécessaires aux manipulations
seront tenus sous clef et a Pabri d’une lumicre
intense. Toules les substances coloranles, les
réactifs, ete., doivent provenir de fournisseurs
Lrés surs; au point de vue de la qualité, pas
d’économie mal placée. Quant a Iemploi,
savoir ¢tre meénager.

[l estindispensable d’avoir constammentl &
sa disposition el en quanlilé suffisante les
ingrédients et solutions qui suivent :

2au distillée. & conserver dans une dame-jeannc.
absolu au moins 500 cent. cubes,

Alcool.... ¢ a 800/0 — 500 —
ags0/0 — 1.000 i
Solution de Mdaller......... i 2-3 litres.

Solution de bichromale de polasse @ 2 0/0, en grande
quantité, |
Essence de girofle (ol. caryo-
phyil-Nelkenoel).......... 200 cent. cubes.
Baume de Conada....... .. 100 -
b ') n | SRR IRl & R ol i —
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Carmin. Aniline blue-black Hématoxyline.
Picrocarmin, Nigrosine. Sublimé corrosif.
Nitrate d'argent. Acide osmi- Créosote.

que 1 0/0.

Térébenthine. Glyeérine, Collodion.

Solutions A et B de celloidine.

Stéarine. Deux espéces de gomme arabique,
paraffine,

Pour parer aux éventualités les plus fre-
quentes, nous recommandons en outre :

Acide acélicue... .. ST s 50 cent cubes.
Solulion 10 0/0 de potasse

CADSEIGUE . o v i s e 2 = aal —
Liguear d’ammoniaque caus-

o] P e S R oot b 100 —
Acide chlorhydrique ........ i —
Acide mibrique. 4. 0.0 0 0 —
Huile d'origan..... s e i o —
Résine de Damar........... a0 —
Chlorofotme, s is...co0 Bl —
lither sulfurique.........:.. 00 —
Solution de permanganate de

potassea 1 0f0' .. cavinn. 400 —-
Solution de earbonate de li-

108G BT O S 200 —
Solution d’hématoxyline< al-

coolique a & Of0.......... 100 —

Les différentes solutions colorantes et les
mélanges spéciaux exigés par les méthodes
qu’on désirera appliquer peuvent étre prépa-
rés au fur et & mesure de leur emploi.

Pour faire des mélanges exacts d’alcool,
Staehr a établi la formule suivante :

100 : 96 = =z : p. p.

S’agit-il, par exemple, de préparer de I'alcool
a 90 0/0, on établira la formule :
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100 : 96 = zx : 90
96 £ = 90 x 100

1}
T %— — 93,7, chiffre rond 94.

Pour obtenir 100 centimeétres cubes d’alcool
2 900/0, il faudra donc ajouter, 494 cenlimetres
cubes d’alcool absolu, 6 centimétres cubes
d’eau distillée.

Lorsque nous parlons d’alcool & 90 0/0, &
85 0/0, 4 60 0/0, etc., c'est & de l'alcool titré
de cette maniére que nous faisons allusion.

Nous recommandons vivement cette formule
trés simple au moyen de laquelle on oblient
des alcools treés exactement titrés, mais qui
n’est pas encore assez généralement connue et
appliquée.

1 0f0 cCm. CCMm.
Lc' | 95 ajouter a 97,5 d'alcool absgolu 2,5 d’ean distillée.
© b0 -— 94 —_ t —
=18 — 83 . 12 b
=180 = S4 — LG i
- - 18 - 23 =
S |70 — T4 - 26 —
{65 — 68 SN T
S S o 36 =
E" kT o 43 —
of 43 — 3t d’eau dislilléé 46 d'alcool absolu.
=1 &0 - 58 — 42 e
o U S . 36 —
\ 30 — 68 — 39 =2

"1-.___—'—_“-.,_--'—_"'-.___.---'
en chilfres ronds.

-2



CHAPITRE 11

Durcissement des piéces.

Les portions du S. N. C. destinées & élre
traitées en vue de fournir dans la suite des
préparations microscopiques (des coupes colo-
rées) doivent élre enlevées du cadavre le plus
tol possible aprés la mort du sujel. Pour ce
qui concerne 'homme trés particuliérement,
l'organe cérébro-spinal devrait étre mis en con-
tact avec le liquide durcissant aussitot que
faire se pourra, et non pas, comme cela arrive
si souvent, dans cel ¢élat caracléristique de
ramollissement qui compromet le durcissement
et la procédure technique subséquente. Dans
les cas d’autopsies, il doit élre extrait du canal
rachidien ou de la boile cranienne avant que
'on procéde & 'ouverture des cavités abdomi-
nale ou thoracique. Quoi qu’il en soit, 1l faul
éviter soigneusement de souiller les piéces en
question, de les saisir avec des instruments
qui pourraient les endommager et les mani-
puler avec ménagement.

Aprés avoir fendu Ies enveloppes el disséqué
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la ou les parties qu’on a Pintention de conser-
ver, ¢'est-a-dire de traiter, au moyen d'un :'-;(-__a,l-
pel et de pincettes, on immerge ces parhies
telles quelles, sans les laver & l'eau, {13_1'15.]{‘-&
liquide de durcissement. S'agil-il de parties
délicates, d'un S. N. C. de taille minime
qu'il faut conserver dans son enlier, de
piéces rares ou parliculitrement fines, on
enlévera le tout avec les enveloppes, et,
aprés avoir étale 'organe bien & plat et
délicatement sur une table ou sur une arande
assiette de métal, on fend les enveloppes el
on les rabat de chaque coté de l'organe, en
ayant soin de n’entamer nulle part le lssu
nerveux proprement dit. Puis, on souléve
'organe, on disséque, ¢’est-d-dire on coupe
los fibres nerveuses des racines ou des nerls
encéphaliques, etc., de fagcon A séparer com-
pletement Porgane des enveloppes. D'autres
fois, on ne fendra les enveloppes que sur ['un
des cotés de Porgane et on le laisse tel quel
en place ; ou bien aussi on coupe I'organe par
tranches ou sections transversales en diflé-
rents morceaux de grosseur variable, suivant
la méthode qu'on a lintention d’appliquer,
suivant la taille, le degré de développement
de Vorgane. Les morceaux ou pidces de
moyenne grosseur, celles dont la longueur
n’excéde pas 3,5 centimelres, durcissent beau-
coup mieux et plus rapidement que celles qui
sont plus volumineuses, et surtout que les
organes immergeés in (olo dans le liquide dur-
cissant,
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Pour les organismes inférieurs, on sépare
en général la moelle du cerveau et P'on dureit
chacune de ces parties de I'axe dans le méme
récipient; pour les animaux supérieurs et
Phomme, il est bon de sectionner la moelle, la
moelle allongée, le cervelet et le cerveau en
différentes portions, et de réunir les parties
similaires, ainsi la moelle épiniére et la moelle
allongée dans un bocal par exemple, et les dif-
Iérents morceaux d’un cerveau dans un autre.
Il est évident qu’un organe qui devra fournir
des coupes enliéres intéressant toute I'étendue
de 'organe, coupes longitudinales ou transver-
sales du cerveau, sera durei in loto ol qu’il
aura été sorti de la cavité qui le contenait.
Pour durcir convenablement un cerveau in
loto, il faut avant tout le débarrasser de la
dure-meére et enlever, c’est-a-dire détacher
les méninges, puis faire une incision longitudi-
nale dans le septum pellucidum pour donner
issue aux liquides intra-ventriculaires. Si les
méninges ne se détachent pas facilement, il
vaul mieux, pour ne pas enlamer I'écorce,
plonger I'organe tel qu’il est dans le liquide
durcissant et ne les enlever que plus tard,
lorsque le durcissement aura fait quelque pro-
Eres, |

Le durcissement des pieces de 'axe cérébro-
spinal conslitue, dans la série des manipula-
tions auxquelles nous les soumeltons en tech-
nique microscopique, un des actes les plus
imporlants de toute la procédure. C’est, en
somme, de I'élat du durcissement, des condi-



DURCISSEMENT DES PIECES 33

tions dans lesquelles cet acte s’accomplit que
dépend le sort futur d'une piece. On n'en lient
généralement pas suffisamment comple. Aussl
nous permettra-t-on de combler en quelque
sorle cetle lacune en entrant ici dans quelques
détails qui parailront, & premiére vue, prolixes
ou inuliles, mais qui, selon nous, ont leur rai-
son d’élre, précisément parce que l'observa-
tion et I'expérience nous ont prouve que c’est
de l'exécution de ces reégles minutieuses que
dépend le résultat final.

Nous nous occuperons d’abord du durcisse-
ment des pieces quidoivent fournir des coupes
destinées i étre colorées ou imprégnées. Ce qul
a trait au durcissement des picces destinées &
élre simplement conservées sera mentionné &
la fin de ce chapitre.

Pour durcir des pi¢ces avee l'intention d’en
utiliser les coupes subséquemment failes, en
vue de préparations microscopiques de quel-
que valeur, il vaut mieux ne pas employer
tout d’abord d’alcool ; nous faisons une excep-
tion toutefois pour les piéces qui fourniront
des coupes a colorer par les couleurs d’aniline.
Ces couleurs, la nigrosine et l'aniline blue-
black exceptées, prennent en général mal sur
des coupes de pieces durcies aux sels chro-
miques. La coloration aux couleurs d’aniline
s'applique, aureste, plutot & des coupes isolées
qu'aux séries proprement dites (la nigrosine
et aniline blue-black toujours exceplées).

Jalcool d’emblée ne doit servir qu’a durcir
les picces qui dans la suite serviront d’objet
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de démonstration, pour I'étude de 'anatomic
lopographique. On 'emploie comme agent de
durcissement complémentaire ou secondaire
dans une quanlité de methodes, mais seule-
ment apres que la piéce a acquis dans une
solution de sels chromiques un certain degré
de durcissement ; hormis ces cas, qui sont spe-
ciliés aux rubriques concernant les méthodes
ou l'alcool est utilisé de cette facon, il faut
rédouter son action au début du durcissement
comme provoquant des altérations dans inti-
mité des éléments nerveux, allérations qui
rendent souvent une bonne coloration ImMpos-
sible (28-71).

De petits objets, moelles ou encéphales de
vertébrés inférieurs, de petites portions du
S. N. C. des organismes supérieurs, de I’lhomme
également, peuvent durcir assez rapidement et
convenablement dans une solulion concenlrée
de sublimé corrosif, avec traitement subséquent
par de I'alcool iodé, progressivement renforcé.
La solution doil avoir une température de
40° C. au moment de 'immersion, et, pendant
le temps nécessaire pour le durcissement, le
bocal qui contientles piéces en traitement doil
¢tre tenu dans I'étuve & une température de
36° C., pour empécher les précipités ou dépots
de sublimé. La solution chaude contiendra
10-15 0/0 de sublimé. Pour durcir a froid, on
emploiera une solution de sublimé a 5 0/0. La
durée du bain durcissant varie suivant la gros-
seur de la piece ou des pi¢ces. Un morceau
de la grandeur d’une noisette est suffisammen!
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durci apres quelques heures d’étuve pour
supporter le durcissement complémentaire
dans 'alcool.

Pour obtenir le durcissement complémen-
taire voulu, on plonge la piéce durcie au
<ublimé dans de I'alcool additionné de teinture
diode dans la proportion de 1 0/0. On com-
mence par de I'alcool & 30 0/0 et on augmente
cuccessivement pour arriver & Ialcool & 70 0/0,
puis & 90 0/0; enfin, la pitce passe dans de
alcool absolu auquel on ajoute également
1 0/0 de teinture d’iode. Au moyen de cette
teinture, le sublimé qui se lrouve en exces
dans la picce, est éliminé au fur el & mesure
que se produil le durcissement complel. Elle
nexerce aucune influence facheuse sur les
tissus nerveux. En sortant de I'alcool absolu,
la piéce peut étre coupée el les coupes étre
traitées par une méthode de coloration. Sl
I'on veut colorer les coupes ainsi oblenues au
moyen de la méthode de Weigert, de Pal, etc.,
il faudra plonger ces coupes, avant toute autre
manipulation, dans une solution d’acide chro-
mique & 1 0/0 pendant cing & quinze minutes
et davantage, suivant la nature de la piéce et
I’épaisseur de la coupe. Cela fait, on colore
d’apres les régles établies par ces méthodes.

Les enveloppes du S. N. G., qui, lorsqu’elles
sont durcies avec les piéces qu’elles recouvrent
dans un liquide chromo-potassique, sont
molles, plus ou moins élastiques et qui ne se
laissenl alors pas couper facilement, acquiérent
dans le sublimé un tel degré de consistance,
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dfa dureté, qu'on peut les couper avec les
piéces, sans courir le risque d’endommager
celles ci au moment de |a fabrication des
coupes.

Ce qui vient d’¢tre dit concerne des pitces
de petites dimensions, répctons-le; des expe-
riences concluantes nous font encore défaut
relalivement aux cerveaux entiers. Le durcis-
semenl exigeant pour ces derniers un laps de
temps plus considérable, il sera prudent
d’employer tout d’abord, et aussi longtemps
que possible, une solulion chaude de i%lil:plimn};r
jusqu’a ce que les enveloppes soient suffisam-
ment durcies pour pouvoir étre enlevées faci-
lement; sur quoi, on pourra plonger la piéce
dans une solution concentrée froide de subli-
meé & 5 0/0, qu'on renouvellera au fur et a
mesure de la formation de précipités ou de
dépots de sublimé, jusqu’au moment de la
plonger dans le bain complémentaire d’alcool.

Pour de petits morceaux, en outre, du S.
N. C., on emploie 'acide osmique & 1/2-1 0/0,
Vacide chromique d divers tilres, Pacide nitrigue
a 10 0/0, le bichromale d’ammoniague & 1/2-1-
5 0/0 el davanlage. Mais le plus souvent ces
réaclifs sont employés avec d’aulres agenls
fixatils, soit en vue de la conservation d’une
piéce, soit en vue d’en obtlenir des coupes a
colorer. Les méthodes qui prévoient ces diflé-
rents modes de durcissement (de fixalion)
contiennent les indicalions nécessaires a
I'opération.

Parmi les liquides durcissants les plus
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recommandés, citons tout d’abord le mélange
de Flemming (10), qui est d’'un usage courant
et dont les avantages sont assez unanimement

appreécics :

D’une solution acqueuse d'acide

chromique & £ 0/0..., .05 15 vol.
D'une solution aqueuse d’acide

osmique a 2 0/0........ i ko —
Acide Bcotimue. s .. s el TR =

Les pi¢ces qui auront durei dans ce mélange
devront passer par le trailement complémen-
taire suivant. Lavage a I’eau durant 3-6 heures.

Durcissement complémentaire & ['alcool
successivement porté de 30, 60, 70 & 90 0/0.
Dans chaque alcool, bain d’un jour; puis, enro-
bement & la celloidine.

Lorsqu’a paru la mélhode de durcissement
de Flemming,on a voulu I'employer pour le
durcissement des éléments histologiques les
plus variés. Il y a en un moment d’engoue-
ment, persuadé que l'on était qu’on tenait
enfin la fixation par excellence. Il a fallu les
avertissements de l'auteur lui-méme pour
ramener le mérite de la méthode & des limites
plus délinies. Le liquide de Flemming est
indiqué pour cerlaines méthodes, dans les-
quelles il rend d’excellents services : mais
on n'est pas, en 'employant, & Pabri de cer-
taines déceptions. :

Hermann (3) a proposé la modification sui-
vante de ce liquide : il remplace I'acide chro-
mique par une solution de chlorure de platine
a 1 0/0, & méme volume, et il prétend que

3
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pour certains détails histologiques, ce mélange
donne de meilleurs résnltats que le liquide de
Flemming proprement dit.

Une méthode peu connue encore, et qui se
rapproche de la précédente an point de vue
des résultats obtenus, est celle de Benda (11).
Cel auteur plonge la piéce a traiter (elle peut
étre assez volumineuse) pour 24-48 heures
dans le mélange suivant :

Alcite MHTIUE oo e spEanp i s 10 vol.
| T A s . R A 90 —

L

Aprés ce bain, la piéce passe, sans avoir été
lavée & l’eau, dans une solution de bichro-
mate de potasse concentrée. Pendant les pre-
miers jours, ce mélange sera composé de
1 volume d’une solution concentrée de bichro-
mate pour 3 volumes d’eau, ensuite de 1 vo-
lume d’eau et de 1 volume de bichromate.

Les morceaux d’un cerveau ou d’'une moelle
épiniére doivent séjourner environ 15 jours
dans le premier mélange. Aprés leur durcis-
sement, les piéces sont abondamment lavées a
I’'eau et durcies complémentairement dans de
I’alcool. Cette méthode ne convienl pas pour
les embryons.

Certains auteurs prévoient un durcissement
au liquide d’ Erlicki, dont voici, d’apreés von Kahl-
den (12), la formule :

Bichromate de potasse....... 2 gr. 40

Sulfate de cuivre....c.ovnens 0 gr. 50
By, % o s staie s Rt (pamete e AOU S G
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[’avantage de son emplol consiste en ce
(qu'on peut obtenir des durcissements rapides;
huit & dix jours d’immersion suffisent quel-
quefois pour durcir une piéce de fagcon a
pouvoir la couper. En placant le bocal qui la
contient dans une étuve, le durcissement est
obtenu déja au bout de quatre & cinq jours; le
liquide a sur celui de Miiller le grand désavan-
tage de ratatiner plus ou moins les tissus; en
outre, les coupes qui proviennent de piéces
ainsi durcies présentent souvent de nombreux
petits précipités. On ne 'emploie guére que
pour les méthodes qui prévoient expressément
ce mode de durcissement.

La méthode de durcissement proposée par
Marchi et Algeri (13) donne, pour I'étude des
dégénérescences secondaires, de bons résultats.
L’autopsie de l'animal opéré aura été faite
trois semaines aprés l'opération. La piéce &
examiner est plongée, aussi fraiche que pos-
sible, et pour huit jours au moins, dans la
liqueur de Miiller. Elle peuty rester longtemps,
jusqu’d trois mois. Pour le durcissement en
question, on coupe une piéce (aprés le bain de
huit jours dans la liqueur de Miiller) en mor-
ceaux rectangulaires on cubiques, de trés petit
volume ; on plonge ces morceanx dans la solu-
tion suivante, dite de Marchz :

Iagunide'de Millerl, .« o niian 2 iint a8 2ivip
Solution d’acide osmique a 4 0/0. 1 —

Ils y séjourneront pendant cinq, sept, douze
jours.
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Les fibres normales prennent aprés ce trai-
tement une teinte brune, tandis que celles qui
sont en vole de dégénérescence se reconnai-
tront facilement & la présence de granulations
noires, trés nombreuses.

Mentionnons le liquide durcissant de Kulls-
chitzky (14).

L’auteur dissout une quantité donnée de
bichromate de potasse et de sulfate de cuivre
dans de I'alcool & 50 0/0, et ce, & I'abri de toute
lumiére (chambre noire). Il ajoute ensuite, tou-
joursdans l'obscurité, & 100 centimeétres cubes
de cette solution, 5 & 6 gouttes d’acide acélique.
Les piéces a durcir séjourneront dans ce
liquide pendant 12 & 24 heures (toujours &
obscurité!). Durcissement complémentaire &
I'alcool & 96 0/0 et en chambre noire.

Pour ne pas faire de répétitions, nous indi-
querons plus loin, & T'article : Imprégnation
métallique, les procédés de durcissement pré-
conisés par Golgi et les modifications propo-
sées pour cette méthode par différents auteurs.
Quoique nous ne nous occupions ici que du
durcissement en vue des coupesdu S. N. C.,
nous croyons eétre utile en indiquant encore
laméthode de fixation par le liguide de Il (4),
el qui est applicable aux petils morceaux des
nerfs, des ganglions et de la substance ner-
veuse centrale.

Le mélange en question est composé de la
facon suivante :

Solution d’acide hyperosmique
e AT R R e P f 2 vol.
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Solution d'acide chromiqueat 0/0. 25 vol.

Solution d'acide acétique a 2 0/0. § —

TR . o Miats clib i amatiazsin sim aseiain s sin. & 63 —
M.

Il faut employer de grandes quantités de
liquide, qu’on renouvellera des qu’il commen-
cera a se troubler. Les morceaux plongent
dans ce bain pendant au moins 24 heures; en
général, plus longtemps encore. On les lave
ensuite a fond, a I'eau distillée, et on les con-
serve dans de Ialcool & 80 0/0. Dés ce moment,
ils sont aptes a étre coupés.

Le réactif préféré a juste titre, le plus com-
munément employé aussi, pour durcir conve-
nablement des piéces du S. N. G., est le
bichromate de potasse & 1Vétat de solution
aqueuse simple et a un degré de concentration
plus ou moins fort, ou a I'état d’'un mélange
connu sous le nom de ligueur de Miiller.

La composition du liquide de Miller est la
survante :

Bichromate de potasse.......... 20 gr.
culfnte de sonde:, - cx. 5. % 0 —
B diBlER, . s s . 1,000 —

M.

Quoique ce liquide jouisse d’une réputation
universelle, il nous a paru que son emploi
présentait parfois quelques désavantages, sur-
tout pour ce qui concerne les piéces de grandes
dimensions. Nous avons remarque que souvent
le durcissement se faisait, dans ces cas, d’'une
maniére moins égale; les parties extérieures
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ou périphériques d’une piéce se durcissaient
convenablement, les parties intérieures ou
centrales, moins complétement ou mal. Lo
liquide est cependant lout & fail indiqué lors-
quil s’agit de durcir des piéces de grandeur
petite ou moyenne. Pour 'emploi subséquent
de certaines méthodes de coloration, il Jaut
durcir dans la liqueur de Miiller. Nous indi-
quons, au reste, le fait aux méthodes qui pré-
voient le cas.

Pour ce qui nous concerne, nous donnons
absolument la préférence & une solution de
bichromate polassique, aqueuse simple, a lilre
[aible, qui, pour tous les cas ou d’autres liquides
durcissantsnesont pas obligatoires, nous paraif
suffire.

Une grande faute qu'on commet générale-
ment consiste & employer trop peu de liquide
pour obtenir le durcissement d’une pitce du
S. N. C. Pour que cette opération réussisse
convenablement, il est nécessaire que les piéces
a durcir puissent plonger dans de grandes
quantités de liquide. N'oublions pas que,
durant le cours du durcissement, et principa-
lement au début, il se fail une continuelle
décomposition altérant le liquide, qui ne rem-
plira dés lors plus les conditions indiquées pour
opérer un durcissement égal des divers élé-
ments du tissu nerveux. Pour que les combi-
naisons qui doivent se faire entre les sels
chromiques et telles parties des éléments ner-
veux (gaines a myéline, par exemple) se pro-
duisent normalement, il faut que la solution
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de durcissement reste ce qu'elle doit étre
et que sa composition ne soit pas modiliée par
des produils organigques ‘albuminoides), avec
lesquels elle se trouve Oh contact constanl.
Dans une solution surchargée de ces produils
J’élimination, les éléments nerveux s’altérent
a leur tour et durcissent mal ou pas du tout.
Preuve en est surle relativement grand nom-
bre de piéces quon durcit, la souvent grande
proportion de celles qui, dans la suile, ne se
laissent pas colorer convenablement, précisé-
ment, et en dehors de certaines causes (ul
tiennent a la nature de la picce, parce que
I'acte du durcissement g’6tait accompli dans
les conditions mauvaises. Il faul compter au
moins 100 centimeétres cubes de solution chro-
mo-potassique pour 3-4 petites picces de 3 cen-
limétres de coté. Pour de plus grandes pieces,
la quantité & employer, des le début du durcis-
cement et & chaque renouvellement du liquide,
sera proportionnellement plus grande. Pour
un hémisphére, il faut compler au moins 3-4
litres ; pour le cerveau humain, 6-8-10 litres ;
pour la moelle allongce seule, environ 1 1/2-
21/2 litres; pour le cervelel seul, 2-3 litres, etc.
Ces données dépendent, cela va de soi, de la
grandeur du bocal qui conlient une piéce. Le
bocal sera donc proportionné au volume d'une
picce. Pour de grands objets, il faul une
colonne de liquide qui représente au moins
3-4-5 fois le volume ou l'espace occupé par
une picce dans un bocal donné.

Une seconde grande faute consiste a laisser
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les pidces trop longtemps dans la méme quan-
tité de liquide. Les pisces recagissent trés diflé-
remment sous I'action du liquide durcissant;
il en est qui, au bout d’un temps relativement
court d’un séjour dans la méme quantité de
solution durcissante se gitent et pourrissent
plus ou moins complétement; d’autres parais-
sent mieux supporter le contact avec le méme
liquide ; mais, comme audébut du durcissement
on ne sait jamais comment se comportera une
viece donnée, il est de toute nécessité, pour
sbvier & des mécomptes, et & cause des raisons
(Jué nous avons énumérées plus haut relati-
vement & la quantité du liquide, de changer
fréquemment le bain durcissant.

Pendant les premiers huit jours, le liquide
doit étre,dans la régle, renouvelé tous les deux
Jjours. Pour les grandes piéces qui offrent plus
de surface et dont I'épaisseur contribue a favo-
riser un tassement des tissus, qui, nolamment
aux parties déclives de la piéce, prédispose a
la désagrégation, tout au moins au ramollisse-
ment, il est nécessaire de changer le liquide
chaque jour pendant la premiére semaine:
puis, & mesure que la piéce se débarrasse de
ses produits organiques (sang des vaisseaux,
liquide cérébro-spinal, ete.) et que la solution
durcissante apparait moins souillée, I'opéra-
tion pourra se faire moins fréquemment. La
premiére (uinzaine passée, il peut suffire de
changer le liquide une fois tous les huit jours,
jusqu'a ce que le durcissement voulu ait été
obtenu, ce qui,suivant la nature et la grosseur
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de la piéce, exige un laps de temps qui
varie de 1 4 2 ou 3-5 mois, et meéme
davantage. La dépense qui résultera de cette
régle de prudence n'est pas si considérable
quon pourrait le croire tout d’abord, les sels
de bichromate potassique etant d’un prix mo-
dique; en outre, au lieu d’employer chaque
fois de 1'eau distillée, dont le prix est malheu-
reusement encore partouttrop élevé,on peut se
servir d’eau ayant bouilli.On la laisse refroidir
ot on la tamise sur un linge trés fin. Pour les
premiers jours, il faut de I’'ean distillée, toul
au moins pour les pelites pieces. Disons, en
passant, que les cristaux de bichromate se dis-
solvent beaucoup plus rapidement dans de
'eau chaude. En ayant soin de [iltrer convena-
blement les quantités de liquide ayant servi
pour des bains de 2°ou de 3° semaine, on peul
les employer de nouveau pour les premiers
bains des nouvelles pi¢ces. Ce sera économi-
que, surtout quand il sagit de durcir de
grandes pi¢ces, pourlesquelles il faut compter
par litres. Le liquide des premiers bains ne
peut servir une seconde fois, meme si on le
filtrait.

Lorsqu’on change le liquide d'un bocal qui
contient une ou plusieurs piéces a dureir, 1l
faut donner une nouvelle position & chaque
piece, la coucher dans un sens dilférent que
celui qu'on lui avait donné tout d’abord; le
plus souvent, il suffira de la retourner. C'est
absolument nécessaire pour toutes les pieces,
quel que soit leur volume, mais, en oulre,

3.
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indispensable pour les grosses pieces, qui, sous
Iaction du poids exercé toujours dans une
méme direction, se durciraient mal, se défor-
meraient aux parties déclives ou s’aplatiraient
sur le fond du bocal. Ces pieces reposeront.
en outre, sur une couche d’onate, qu'on chan-
gera ¢galement de temps & autre. Lorsqu’on
durcit un cerveau tout entier, on glissera pen-
dant loute la période de durcissement un plu-
meau d’ouate entre les hémisphéres, entre
le cerveau et le cervelet, et entre le cervelel et
la moelle allongée, de fagcon i ce que ces diffé-
rentes parties ne se touchent pas et qu’elles
soient sur le plus de surface possible en con-
lact avec le liquide durcissant.

On recommande d’enlever la pie-mére i oi
elle se trouve encore, et les plexus choroidiens
apres quelques heuresou quelques jours de dur-
cissement; nous conseillons, lorsqu’on n’a pas
pu enlever tout d’abord les membranes sans en-
dommagerl’écorce,d’attendrele moment oil’or-
ganeauraacquis un durcissementsuffisant pour
permettre plus facilement des manipulations
qui peuvent souvent étre fatales. La moelle
épiniére, avec tout ou partie de la moelle
allongée, est, en général, extraite avec la dure-
mere (ouverte) et placée telle qu’elle dans des
bocaux spéciaux, trés allongés, ol 'on sus-
pend 'organe au moyen d’un ruban ou d’une
ficelle. Si la piéce tend & flotter, & se tordre,
on peut suspendre & la dure-mére, mais jamais
a 'organe lui-méme, et & sa parlie inférieure.
un poids léger ‘non métallique,une pierre cou-
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sue dans un petit sac en toile, par exemple),
qui maintiendra la piéce sous le liquide et
qui favorisera la direction droite que doit
occuper l'axe spinal durant 'acte du durcisse-
ment.

(haque bocal contenant une pitce sera
soigneusement étiqueté; on mentionnera la
date de la mort, celle de 'immersion de la
picce, le nom du sujet, la désignation de la
picce, la nalure du liquide, les dates ou l'on
changera la solution du durcissement.

Nous croyons que les vases, bocaux, reéci-
pients, etc., qui contiennent des picces a dur-
cir doivent étre opaques et étre places al’abri
de la lumiére solaire, celle-ci décomposant,
d'aprés ce que nous avons aussi pu observer,
les solutions de sels chromiques Tous ces réci-
pients seront constamment tenus couverls,
¢’est-a-dire fermés.

Durant les premiers jours du durcissement
treés particulitrement, mais en cénéral aussi
pendant toute la durée de cet acte, nous
recommandons emploi de solutions faibles.
Une grande cause d’insucces git,croyons-nous,
dans l'immersion des pi¢ces dans des solutions
trop fortes. Il est des cas ou I'on doit employer
des solutions trés chargées de sels chromiques ;
lqrsqu’c}n s'apercoit, par exemple, quune
pitce, un cerveaun entier, se durcit mal ou trop
lentement, ou que par places il se décompose,
il faut alors avoir recours & des solutions con-
ce_nitrées. Mai‘a dans la régle, pour les 2-3 pre-
micres semaines, une solution a 1 1/2-20/0
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pour les piéces de volume restreint, et 2 0/0-
2 1/2 0/0 pour les picces moyennes ou
grosses suffira. A mesure que le durcisse-
ment avance, en général apres 15-20 jours,
nous remplacons pour les grandes picces, pour
le cerveau durci in loto, la solulion initiale par
une autre & 3 1/2 0/0, tandis que nous laissons
les petites pi¢ces dans la solution faible. 1] est
une observation qu’ont faite tous ceux qui se
sont occupés de technique microscopique du
S, N. G, & saveir : que les difTérentes parties
de I'organe cérébro-spinal durcissent chacune
plus ou moins vite; que, suivant les différents
organismes, le durcissement se fait d’une facon
différente, tant au point de vue de la durée né-
cessaire a l'atteindre que de la maniére dont il
s'ellectue. Ainsi, les différentes parties de la
moelle spinale el de la moelle allongée durcis-
sent, en general,chezle mém e sujet,plus lente-
ment que les dilférentes portions du cerveau
proprement dit (28). Les premiéres ont souvent
atteint un degré de durcissement suffisant,
alors que les secondes sont déji trop dures,
ou bien celles-ci sont & point, alors que celles-
la sont encore trop molles (27). La substance
cérébrale est la substance nerveuse qui dureit
le plus rapidement, la substance spinale le
plus lentement; le cervelet, la protubérance
et la partie supérieure de la moelle allongée
forment des étapes de transition, eu égard
& la rapidité du durcissement, entre la moelle
spinale et le cerveau. L’organe cérébro-spinal
des organismes inférieurs durcit, dans laregle,
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plus rapidement et miecux (et se laisse aussi
mieux colorer) que celui des vertébrés supé-
rieurs et que celul de ’homme surtout (71).
Plus I'axe cérébro-spinal d’'un organisme est
susceptible d’un durcissement prompt, plus
faible doit étre la solution durcissante & em-
ployer. Ce sont 1 des régles que 'expérience
a consacrées, mais qui n’ont cependant rien
d’absolu.

Le temps nécessaire pour obtenir un durcis-
sement convenable est trés variable ; cela
dépend, comme nous venons de le voir, de la
nature de l'organisme, auquel la piece a été
enlevée, de son étatde fraicheur plus ou moins
complet au moment de I'immersion dans le
premier bain, des soins apportés & changer le
liquide, de la température du liquide et du
milieu ambiant, de la grosseur de la piéce et
de sa consistance particuliére physiologique ou
pathologique, elc., etc.

Un cerveau de poisson, d’oiseau, des pieces
de dimensions restreintes seront durcis en
quelques semaines ; d’autres piéces de méme
volume ne le seront qu’au bout de quelques
mois, d'autres le seront déjd apres un temps
plus court. Une moelle spinale humaine exige
parfois prés d'un an pour durcir convena-
blement;les hémisphéres, un cerveau, peuvent
I’'étre sulfisamment aprés 6-8 moils, sou-
vent méme moins, de séjour dans le liquide
durcissant (28). Le degré de consistance, de
durcissement voulu est jugé obtenu lorsque,
avec un rasoir bien mouillé, on peut faire sur
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organe des coupes transversales el longitudi-
nales d’une venue, bien égales, fines, et que
les substances blanche et grise ont acquis un
aspect caractéristique. La substance blanche
ne doit pas se différencier de beaucoup d’avec
la substance grise. Les pi¢ces sur lesquelles on
constate une différence trés marquée entre ces
substances se colorent d’ordinaire mal ou pas
du tout. Les piéces qui sont devenues trop fon-
ceées, surtout pour ce qui concerne des mor-
ceaux du cerveau proprement dit,sont difficiles
& colorer et s’effritent facilement. C'est, en
définitive, I'expérience, I'habitude du toucher,
'eeil, qui fixent en dernier ressort le moment
oule durcissement parait élre achevé. La piéce
doit étre dure et cependant présenter un cer-
tain degré d’élasticité; elle doit étre dure.
mals partout également, et ne pas présenter
de places plus molles que d’autres.

Il importe de suivre avec attention le travail
de durcissement, en palpant délicatement de
tempsen temps chaque piéce, pour éviter que,
par un séjour trop prolongé dans la solution
chromique, les tissus ne deviennent trop durs.
Les pieéces trop dures ne se coupent plus
jamais bien ; les coupes se recroquevillent sur
le couteau, se fissurent, se plissent et se cas-
sent ; elles prennent mal la couleur. Si I'on
constatait ce surdurcissemenl caractéristique,
il faudrait plonger de suite la piéce dans de
I'eau distillée tiéde ; mais le plus souvent déji
il est trop tard; on aura beau la baigner pen-
dant des semaines et des mois, elle ne se
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ramollira que rarement el elle doit étre le plus
souvent considéree comime perdue, tout au
moins pour des coupes i colorer ; comme
objet d’anatomie topographique, elle pourra
rendre encore service. De certaines piéces su-
bissent trés rapidement, malgré une surveil-
lance suivie, ce surdurcissement contre lequel
on est impuissant. Ge sont, en général, celles
de grandes dimensions, les hémisphéres de
'homme surtout; cela tient évidemment & une
trop longue durée du bain durcissant.

Les bocaux qui contiennent des pieces Al
durcir doivent étre tenus dans un local frais,
sec, & température égale.

Weigerl a prouve que le durcissement des
centres nerveux par le liquide de Miiller ou
parcelui d’'frlicki — d’autres ontvérifié le fait
pour ce qui concerne la solution aqueuse de
bichromate de potasse simple — se faisaitd’une
maniére beaucoup plus rapide en placant les
bocaux dans un endroit chaud ou dans une
stuve a 30-40° C. qu'en les laissant & la tem-
pérature d'une chambre ou d’un laboratoire
ordinaire. Cela est, mais le durcissement ainsi
obtenu donne des résultats moins égaux,
moins sirs, et nous croyons que, de meme que
la coloration, pour étre nette et constante, doit
se faire lentement au moyen de solutions colo-
rantes plutot faibles, mais donl le contact avec
les tissus sera prolongé, de méme le durcisse-
ment, pour qu'il puisse se faire régulierement,
intimement, progressivement, doit étre lent
ct se faire A une température plutot basse.
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Il se produit fréquemment dans les bocaux
ou plongent des piéces a durcir, des colonies
d’algues qui, ou bien forment comme un
gateau épais, nageant a la surface du liquide,
ou bien s’attachent en filaments visqueux, plus
ou moins consistants, sur la périphérie des
picces ou dans les anfractuosités qui s’y trou-
vent. Prierret (1) veut avoir obseryé que ces
moisissures ameénent, au bout d’un certain
temps, la décoloration de la solution durcis
sanle et veul avoir profité de ce fait pour dé-
colorer la piéce elle-méme lorsque le dureis-
sement complet a été obtenu, en semant de
ces moisissures dans le liquide chromique.
L’action de ces moisissures est trés variable :
nous croyons que, sur certaines piéces, elles
cntravent le durcissement régulier; d’autres
fois, elles provoqueraient, si ’on n'y veillait, le
surdurcissement; d’autres fois encore leur ac-
lion parait ne pas étre nuisible; la couleur de
la piéce varie alors du vert jaune clair au noir
brun. Nous pensons qu’il vaut mieux éviter
Fapparition de ces moisissures en changeant
fréquemment le liquide, et, lorsqu’elles se sont
produites, en débarrasser les pitces le plus
rapidement possible au moyen d’un lavage
soigneux & leau fraiche; mais elles sont
parfois si adhérentes, qu’il faut faire attention
de ne pas gater la piéce en voulant la nettoyer.
Des brisures de camphre n’empéchent pas leur
formation.
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Conservalion ultérieure des piéces.

Les pitces qui aprés leur durcissement
devront attendre, pour une cause ou pourune
autre, un traitement subséquent, ou celles qui
sont destinées a étre conservées telles quelles
peuvent étre traitées de la facon suivante :

1o Les pitces ou morceaux destinés a étre
enrobés plus tard, en vue de la coloration des
gaines & myéline (selon Weigert, Pal, etc.),
seront plongés de suite dans l'alcool au titre
prescrit par la méthode qu’on emploiera, en
général de U'alcool a 70 0/0.

Le liquide sera fréquemment renouvelé, car
il se souille abondamment ensuite des préci-
pités qui 8’y forment, surtout au début. Au
bout d’un certain laps de temps, ce qui
dépend de la dimension des piéces, de leur
nature et de I’état du durcissement, I’élimina-
tion des sels chromiques est déja si avancée
qu’on court le danger de ne plus trouver dans
les gaines assez de ces sels pour obtenir avec
I’hématoxyline la combinaison classique vou-
lue, la laque caractéristique des images de colo-
ration hématoxylinique. Les piéces sont alors
tout & fait vertes et peuvent se préter & d’au-
tres méthodes de coloration, celles d’Upson
par exemple, pour lesquelles cette couleur
verte est de rigueur; mais elles réclameront,
pour la coloration ultérieure des gaines, un
nouveau bain chromo-potassique.
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Il sera toujours préférable d’enrober ces
piéces, leur durcissement obtenu, et de les
conserver al’élatde blocs dans I'alcool preserit.

2" Les piéces ou morceaux destinés exclusi-
vement & la coloration des cellules et des
cylindraxes, trés spécialement & la coloration
au carmin, seront conservés dans une solution
tres faible de bichromate de potasse (1/4, 1/2,
1 0/0), ou simplement dans de 'eau distillée.
(quon changera de temps & autre et a laquelle,
a mesure que la piéce rendra ses sels, on
ajoutera quelques gouttes de liqueur de Miil-
ler ou de solution de bichromate, suivant la
meéthode & employer. En général, il faut ne
pas attendre trop longtemps et couper le plus
tot possible. Les piéces destinées au micro-
tome de (Gudden sont immergées dans de
I'eau.

Les bocaux seront couverts et placés & 1'abri
de la lumiére solaire.

3° Les piéces durcies autrement que par des
liquides au bichromate, ainsi les piéces durcies
al’alcool en vue de la coloration au bleu d’ani-
line, celles durcies aux mélanges osmiques,
au sublimé corrosif, ete., restent, jusqu’a trai-
tement subséquent, dans le liquide de durcisse-
ment complémentaire (alcool, alcool 10dé,
ete.). Voir ces méthodes.

4° Les piéces qui ne sonl pas deslinées a
étre coupées, mais qui doivent figurer dans
une collection ou servir d’objets de démonstra-
tion, coutinuent & séjourner dans le liquide de
durcissement. Les piéces durcies dans de
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I'alcool spééial passent alors dans de l'esprit-
Je-vin ordinaire. Les picces durcies dans un
liquide au bichromate peuvent aussi passer
dans de I'alcool d’abord & 60 0/0, puis succes-
sivement porté a 95 0/0.

Pour lenseignement, il est préférable de
durcir les grandes piéces (cerveaux) d’emblée
dans de I'alcool pur ou dans un mélange d’al-
cool et de chlorure de zinc, mélange dans
lequel on les conservera aussi dans la suite.

La méthode de conservation du professeur
Laskowski (13) peut s’appliquer également a
I'encéphale ou & toute piéce du S. N. G. On
durcit la picce en question dans une solution
alcoolique saturée de chlorure de zinc. Le dur-
cissemenl obtenu, la piece passe pour 15-20
jours dans un bain de glycérine phéniquée a
5 0/0, aprés quoi on peutl la conserver a l'air,
ou bien elle reste dans la glycérine. La subs-
tance grise y ressort trés nettement au moment
ott on fait des incisions sur l'organe ou sur
une coupe; mais celle-ci s'altére souvenl el
prend une leinte uniforme et caractéristique.

Pour de petits encéphales el pour I'étude des
relations topographiques, on peut durcir 'objet
dans un mélange & parties égales de glycérine
et d’acide acétique, el, aprés 24 heures de
séjour dans le liquide, finir le durcissement el
conserver la piece dans le liquide de Miiller
(procédé de Duval ) (5). Cette méthode donne
aux piéces une consistance suffisante; elles ne
sont pas friables, mais elles ne peuvent pas
servir & faire des coupes.
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La méthode de conservation mentionnée
par Schwalbe (16) el qui, Croyons-nous, pro-
vient de Bischoff (?) peut, & I'occasion, rendre
service :

1° Placer le cerveau frais dans une solution
concentrée de chlorure de zine.

2° Enlever la pie-mére pendant que I'organe
[lotte dans ce liquide.

3° Environ 8 jours aprés cetle immersion,
bain d’alcool & 95 0/0.

4° Bain de quelques jours dans cet alcool,
puis bain d’alcool absolu.

La déshydratisation doit étre compléte; le
séjour dans I'alcool absolu sera, par consé-
quent, plutot trop long que trop court.

o? La piéce déshydratée passe dans un bain
de xylol ou d’essence de térébenthine. Durée
du bain : au moins une semaine.

6° L'organe passe dans un bain de parafline
(fondue & 50-55° C.), dans I'étuve & une tempé-
rature suflisamment chaude pour empécher la
parafline de se prendre. Durée de cet acte:
environ une semaine.

7° En sortant de ce bain, on plonge la piéce
dans un baquet d’eau froide, alin que la masse
se refroidisse en. flottant sur 'eau. On évite
ainsi les déformations qui se produiraient en
placant I'organe dans un récipient. Il reste a
enlever la paraffine prise surla surface du cer-
veau. Pour cela, on promeéne une petite éponge
imbibée d’alcool, fixée au bout d’une pincette
et quon aura enflammée, & une certaine dis-
tance de la surface de I'organe. La parafline
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fondue, on peut peindre telles parties du cer-
veau qu'on voudra (circonvolutions, centres,
etc.) avec des couleurs a I'huile. L’essentiel est
de déshydraterla piece a fond ; sans cela, elle
ce ralatine et s'effrite tellement qu'un durcis-
sement ordinaire au bichromate de potasse
eit mieux valu.

Ce procédé est un peu compliqué et passa-
blement cotuteux.

Hermann (3) en décrit un aulre suivant
Stieda, qui est plus simple et qu'on peut
appliquer avec une dépense minime :

1° Le cerveau passe, tel quil a été enleve,
dans une solution concentrée de chlorure de
zine, el ce pour 2-3 jours.

90 Cela fait, on enléve la pie-mere et on
immerge le cerveau pour 13 jours environ dans
de 'alcool & 96 0/0.

30 1l passe ensuite dans de la térébenthine,
ot il séjournera pendant 2-4 semaines;

4o Sur ce, I'organe passe dans un bain de
vernis & I'huile pour un laps de temps qui varie
de 13 jours & plusieurs semalnes.

On a voulu conserver des encéphales dans
des mélanges de vinaigre et de créosote, d’al-
cool méthylique, etc.; mais ces méthodes de
conservation ne valent pas celles a 'alcool ni
les procédés dont nous venons de parler.

Pour de plus amples renseignements, volr
les trailés de technique microscopique.

Les coupes qu’on ne tient pas a colorer peu-
vent, aprés leur élaboration, étre simplement
déshydratées et conservées telles quelles dans
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de la glycérine. On les place alors, sur un
porte-objet correspondant a leur diamétre,
dans le bain d’alcool, et, au sortir de ce bain,
on les recouvre d'une abondante couche de
glycérine; comme couvre-objet, se servir de
plaques de verre un peu épaisses ; les bords
du couvre-objet seront essuyes et on lutera
la préparation obtenue soit avec de ]a paraf-
line, soit avec de la laque.

Ces préparations a la glycérine donnent par-
fois, pour les grandes coupes transversales ou
longitudinales du cerveau, du bulbe, du cer-
velet, de bonnes images d’ensemble.

Sur les espaces atteints de dégénérescence,
on voit alors les f{ibres mnerveuses restées
saines ressortir nettement du milien atteint.
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-

A. — TRAITEMENT SUBSEQUENT DES PIECES DURCIES.

Voici des piéces convenablement durcies.
Avant de leur faire subir un traitement com-
plémentaire en vue de la coloration, une ques-
lion s'impose : que voulons-nous colorer?

Le durcissement, l’enrobement, I’élabora-
tion des coupes, actes trés importants en eux-
Lemes et relativement au sort final d’une piece
donnée, ne constituent, dans le cours de la
technique microscopique cependant, qu’autanl
Q'actes préparatoires; car c’est, en fin de
compte, dans la coloration des ¢léments ner-
veux que se résument et aboutissent toutes les
manipulations nécessaires pour obtenir une
préparation microscopique proprement dile.
Or, les plus simples d’entre les innombrables
méthodes de coloration exigent, outre leurs
procédés de teinture spéciaux, le traitement
préliminaire particulier d'une piéce destinée a
fournir des images colorées : d’ott la nécessité,
au point olt nous en sommes arrivés, de fairc
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un choix parmi ces méthodes, car de ce choix
dépendra la marche & suivre pour chaque cas,
c’est-d-dire pour chaque piéce.

Nous croyons qu’on peut grouper les dillé-
rentes méthodes de coloration de la maniére
sulvante :

1° Le groupe des méthodes qui ont pour but
la coloration exclusive des cellules avec leurs
prolongements (cylindraxes). Type : coloration
au carmin, a I'aniline blue-black, méthodes de
Rehm, etc., etc.

2° Le groupe de celles dont la technique
consiste & colorer ou & laquer les gaines de
myéline. Type : méthodes de Weigert, de
Pal, etc.

3° Le groupe des procédés de teinture qui se
sont donné pour tiche d’atteindre une colora-
tion simultanée des cellules avec leurs prolon-
gements et des gaines de myéline, et qui
représentent souvent des combinaisons des
methodes des autres groupes. Leurs résultats
se traduisent par des coloralions ou teintures
proprement dites. Type : méthode & la saffra-
nine, & la galléine, & la fuchsine acide, ete.,
ou par des pseudo-imprégnations mélalliques
avec coloration, les éléments imprégnés étant
susceptibles d’étre éclaircis. Type : méthodes
a I'or, au palladium, ete. Uest pour nous le
groupe des méthodes mixtes.

4° Enfin, le groupe des méthodes qui ont
pour objectif non plus la coloration des élé-
ments nerveux, mais leur imprégnalion métal-
lique au sens strict du mot, avec formation de
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précipites nombreux dans Iintimité méme des
éléments nerveux, ceux-ci n’étant plus suscep-
tibles d’éclaircissement, et ressortant alors en
noir sur le fond plus ou moins incolore des
tissus circumvoisins. Type : les méthodes de
Golgi, et les modifications récentes apportées
par différents auteurs & ces méthodes.

Accessoirement, et cela est impliqué dans
le choix d’'une de ces méthodes, nous avons
3 décider comment la piece sera coupée, et,
par conséquent, a quel mode d’enrobement *
ou d'inclusion nous avons & donner la préfe-
rence, pour mener & bien I'élaboration des
coupes destinées a fournir des images colo-
rees.

A cet égard aussi, nous classons ces actes
préparatoires sous quatre chels :

1o L'inclusion simple, provisoire, amovible,
destinée plutot aux pidces qui ne doivent don-
ner que quelques coupes isolées.

90 I’enrobement 4 la paraffine.

30 1’enrobement & la celloidine.

Ces enrobements sont destinés & transformer
une piéce en un bloc de consistance homogéne,
résistante. Ils sont définitifs, inamovibles el
se prétent, avant tout, aux longues séries de
coupes.

4° L’inclusion ou 'enchassement dans le mi-
crotome de Gudden au moyen d’'une masse stéa-
rinique (ou de paraffines différentes), liquide

{. Nous préférons le mot d'enrobement a celui d’en-
robage, employé¢ par d’autres auteurs francais.

b



62 TECANIQUE MICROSCOPIQUE

d’abord et qui se solidifie par refroidissement.
lin tenant compte des données qui précédent,
nous pouvons formuler, & I'endroit des pidces
durcies et relativement au traitement subsé-
quent, les suppositions suivantes :

a. Nous supposons que la piéce que nous
avons en main doive fournir des coupes des-
linées & étre colorées exclusivement en vue des
cellulesavecleurs prolongements (cylindraxes).

[l faudra tout d’abord débarrasser les tissus
des sels chromiques qui s’y trouvent en excés.
Pendant la période de durcissement, il g'est
fait une imbibition compléte du liquide chro-
mique; les sels se sont infiltrés partout, autour
des cellules, des prolongements, ils se sont
entassés dans les gaines, les espaces périvas-
culaires et obstruent les vaisseaux sanguins,
les espaces lymphatiques. Si I'on n’en débar-
rassait pas I'ensemble d’'une pié¢ce, les agents
colorants, telsque le carmin, les couleurs d’ani-
line, etc., formerailent avec ces sels des combi-
naisons qui, au lieu de colorer, encrasseraient
les éléments nerveux, ou bien ces agents colo-
rants ne prendraient pas du tout; le résultat
final serait gravement compromis.

Abstraction faite des méthodes de coloration
spéciale qui prévoient un bain détergeant dans
de I'alcool, & un tilre donné, nous croyons, &
cause de I'acltion nocive que l'alcool exerce sur
les éléments nerveux, que cette ¢limination des
sels chromiques doit se faire dans 'eau distillée
ou, pour raisons d’économie, lorsqu’il s’agit de
grandes piéces, dans de I'eau bouillie. La piéce
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sera plongée dans une erande quantité de
liquide, qu’on changera plusieurs fois par jour
au début, puis journellement, enfin aussi long-
temps que l'eau continuera a se colorer en
jaune, ne serait-ce que faiblement. Cette série
de bains détergeants peut exiger un temps plus
ou moins long; il n’y a pas de régles fixes &
établir & cet égard. 1] faut surveiller la piece en
traitement, empécher la formation de moisis-
sures et de temps en lemps, par le palper, sc
rendre compte de la consistance de la piece;
de certaines altérations (ramollissement) sur-
venant quelquefois dans de certains célats
pathologiques.

’eau tiede accélére le travail d’élimination
des sels chromiques ; aussi,lorsqu’on est presse,
peut-on placer le bocal dans un bain-marie de
durée, oudans une étuve trés légérement chaul-
[ée,ou sur un pocle, etc., en mainlenant la
température de 'eau & celle de I'eau tiede clas-
sique. Les alternatives brusques de chaud cl
de froid altérent la consistance de la piece; les
transitions de température seront donc lentes;
les bocaux seront tenus couverls el & I'abri de
la lumiére. Lorsque I’ean du bain détergeant
ne se colore absolument plus en jaune, la piéce
est préte & élre enrobée et coupée.

Les pi¢ces qui ont subi un bain détergeant
dans de I'alcool en vue d'une méthode spéciale
sont enrobées généralement & la celloidine ;
celles qui ont passé par 'eau seront incluses
de préférence dans le microtome de Gudden,
pour étre coupées sous l'cau.
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b. Nous supposons que la pi¢ce doit étre
tlraitée suivant 'une des méthodes de coloration
des gaines de myéline.

La piéce durcie est débarrassée des derniers
vestiges d’enveloppes, vaisseaux, ete., qui pour-
raient s’y trouver encore et passe, sans avoir
été lavée a I’eau, dansl’alcool au titre preserit
par la méthode qui sera employée, en général
dans de 'alcool & 60-70 0/0. Elle reste dans ce
bain, dont on augmente parfois progressive-
ment le titre, un laps de temps dont la durée
est indiquée par chaque méthode. Pour étre
subséquemment enrobées, soit dans la paraf-
fine, soit dans la celloidine, les pieéces doivent
étre completement déshydratees. |

¢. Nous supposons qu'une piéce doive fournir
des images de cellules avec leurs prolonge-
menlts et de gaines & myéline.

Nous ne parlons pas ici des images & colo-
ration double, ol la coupe a été traitée d’abord
en vue des gaines et ensuite en vue des cellules.

C’est un acte spécial, complémentaire de la
coloration myélinique.

Notre supposilion implique deux éventua-
lités : ;

1°Nous désirons que toutes nos coupes soient
colorées en vue des cellules et des gaines, que
les images soient uniformes. Pour cela, nous
ferons choixd’'une méthodedu troisiemegroupe,
et nous ferons subir & la piéce le traitement
prévu par la méthode & laquelle nous nous
arréterons (méthodes mixles : Upson, Streebe,
Adamkievicz, etc.).

ISR



TRAITEMENT SUBSEQUENT 65

90 Nous désirons obtenir alternativement des
images de cellules et des images de gaines de
la méme piéce. Pour cela, nous trailerons la
piece ainsi qu’il a été dit & l'article a et b.
Comme en «, lorsque nous voulons plutot des
images & cellules et exceptionnellement des
images a gaines, les coupes destinées a la
coloration myélinique seront alars plongées
dans un bain chromo-potassique, pour s'impré-
gner de nouveau d'une certaine quantité de
sels chromiques nécessaires pour la formation
de la lagque caractéristique dans les gaines.
Comme en 0, lorsque nous voulons plutot des
images A gaines et exceptionnellement des
~images & cellules, les coupes destinées & la
coloration cellulaire serontlargement lavées 4
I'alcool, puis al’eau distillée et trailées selon la
méthode de coloration choisie.

d. Nous supposons que la piéce doive élre
imprégnée de sels métalliques en vue de pré-
cipités, tels que nous les montrent les méthodes
de Golgi.

Nous sortons la piéce du bain durcissant et,
sans la laver a I'eau, nous 'immergeons dans le
liquide prescrit par la méthode (argent, su-
blimé). '

La plupart des piéces sontalors coupéestelles
quelles, plus rarement aprés avoir subi un
enrobement celloidiné (jamais de paraffine).
On peut les couper & la main (rasoir), puis-
quelles ne fournissent, dans la régle, pas de
vrales séries. Leurs manipulations spéciales
sont indiquées aux méthodes en question.

k.
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¢. Nous supposons que la piéce ne peut pas
¢étre coupée de suite, ou que nous désirons la
conserver telle quelle.

On la conserve alors dans une solution
faible de bichromate 1/2-3/4-1-1 1/2 0/0, ou
bien, lorsqu’on est presque certain d’'employer
dansla suiteune coloration du deuxiéme groupe,
on Iimmerge provisoirement dans de I'alcool
a 70 0/0.

Les petites pi¢ces destinées a ne fournir que
quelques coupes isolées peuvent étre simple-
ment collées sur un bouchon au moyen de cel-
loidine épaisse (B). Le bouchon qui les sup-
porte sera taillé de facon & entrer commodeé-
ment dans la pince du microtome.

On peut encore les emmailloter dans du
papier buvard ou Joséphe préalablement
ramolli dans de I'eau, ou les enchasser dans
une cavité taillée, en rapport de leurs dimen-
sions, dans un morceau de moelle de sureau.

L’enrobemenl simple ou inclusion peul se
faire dans une petite boite de papier ou de car-
ton, dans laquelle on place 'objet et ou on
'arrose de la masse liquide qui devra durcir
ensuite en se moulant sur lui. La boite en
gquestion se laissera facilement défaire lorsque
inclusion sera compléte, c¢est-a-dire que la
masse sera solidifiée; elle peut servir a plu-
sieurs inclusions. On peut, par exemple, entou-
ver un bouchon d’une collerette de papier, tenue
en place par une épingle ou gommée dans le
sens de sa longueur. La collerette se fait d’une
bande de papier dont on fait passer plusieurs
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tours autourdubouchon qu’elledébordera d'une
hauteur voulue et correspondant a la hauteur,
~est-a~dire aux dimensions,de la piece. On y
place alors 'objet, en I’y maintenanl aumoyen
d’épingles, apres quoi on verse le liquide qu on
laisse solidifier avant de retirer les épingles
(Voir les traités de microscopie).

Pour opérer des séries de coupes sur n’im-
porte quelle piece du S. N. C., il ne saurait
étre question d'un mode d’inclusion auss]
primitif. La piece doit, au contraire, dans ces
cas, arriver & étre imprégncée de la masse li-
quide destinée a I'enrober et faire corps avec
la masse durcie. I1 doit se produire une péné-
tration graduelle de la masse dans l'intimité
des tissus, de facon a ce que, S0us I’action du
refroidissement ou de la solidification, il se
forme un bloc compact, sans bulles d’air,
opaque ou demi-transparent, suivantle liquide
cmployé ; les coupes failes sur ce bloc repre-
senteront des disques au centre, ¢'est-a-dire
au milien desquels se trouve encastrée, prise
comme dans un collet, la coupe proprement
dite de la piece.

Nous avons vu que les enrobements dont on
se sert en technique microscopique pour les
séries de coupes du S. N. C. sont ceux ala
paraffine et ceux & la celloidine.

Voyons en (uol consistent les différents
actes de I'enrobement.
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B. — ENROBEMENT A LA PARAFFINE (2) (5).

Les piéces destinées & étre enrobées dans la
parafline doivent, avant tout, étre compléte-
ment déshydratées. La durée de ce bain de
déshydratisation varie suivant le volume
d'une piece, le degré de consistance de 'objet
et le mode de coloration qu’on prévoit; elle
varie de 1 & 3 jours et plus.

La piéce déshydratée passe dans un bain de
penétration; on emploie dans ce but un agent
dissolvant, la paraffine; ce bain est donné
d’emblée, ou I'agent dissolvant est dilué avec
de I'alcool et n’est administré que progressive-
ment. On peut se servir dans ce but de xylol,
de toluine, d’essence de girofle, etc., ou de
chloroforme. Les uns donnent la préférence
au chloroforme, les autres au xylol. Le chloro-
forme pénétre bien, mais rend la piéce un peu
cassante;l'essence de cédre pénétre bien égale-
ment, sans présenter cet inconvénient.

Le bain de chloroforme durera 24 heures.
La piéce sera toujours largement recouverte
deliquide. Pour une petite piéce (20 centimétres
au moins), le bain pris, la piéce passe dans la
solution suivante :

Parafiime. «a s vteiasisnoes o D grammes.
Chloroforme....... PR 25 —

ou elle restera pendant 2-8 heures. Couvrir
le bain.

o e el i
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Cela fait, on place la piece a enrober dans
une cupule ou une auge & oiseaux, el on ar-
rose de paraffine fondue, tiede, mais non pas
chaude. La paraffine ne doit pas avoir une
température de plus de 2-3 degrés au-dessus
de son point de fusion.

On laisse la piece en place dans le récipient
dans lequel on vient de l'arroser pour un mo-
ment, puis on l'enléve pour la placer dans une
autre auge, et on I'arrose d’'une nouvelle quan-
tité de paraffine fondue. Elle reste dans ce
second bain, qui a essentiellement pour but
d’enlever a la piece les derniéres traces du
chloroforme, pendant 1-5 heures. Il est quelque-
fois nécessaire de donner un troisieme bain
pour enlever jusqu'aux derniéres traces du
liquide de pénélration. Cela fait, on place la
piece dans le cadre métallique de laStation de
Naples ou dans une boite de papier, ou dans
un cylindre fait au moyen dun morceau de
carton blane, gommé ou épinglé; bref, dans un
moule ou cadre quelconque.

Le tout est mis sur une assielte, sur une
grande plaque de verre ou, suivant le volume
de la piéce, simplement sur un porte-objet, et
on l'arrose de paraffine. Pendant que celle-ci
est encore fluide et transparente, on donne a
la piece la position exacte qu’elle doit occuper,
en notant, au moyen d’'un point de repcere
quelconque, quelle partie de la pi¢ce corres-
pond & telle partie du cadre, de facon & savoir
plus tard par quel bout commencer les coupes,
car, lorsque la paraffine sera prise, le bloc
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enlier sera opaque. On immerge le tout dans
de I'eau froide, de facon § ce que Ieau n’atteigne
que le bord supérieur du cadre, sans qu’elle
puisse pénétrer dans le cadre ou le récipient
lul-méme. La paraffine se prend assez rapide-
ment el acquiert insensiblement une consis-
tance Loujours plus homogéne, qui facilitera la
fabrication des coupes. Une fois que la paral-
fine a acquis le degré de durcissement voulu,
on enleve 'armature du cadre métallique, ou
le moule de papier, etc., et on laisse le bloc
dans l'eau froide jusqu’a durcissement com-
plet.

Pour fondre la paraffine, on en coupe quel-
ques morceaux dans une cupule qu’on fait
chauffer lentement sur un trépied muni d’un
treillis métallique, ou bien on place la cupule
dans une étuve ou sur un poéle. Tenir la cu-
pule toujours couverle.

Pour obtenir une bonne paraffine, il est
nécessaire de faire un mélange de différentes
paraffines ayant chacune un point de fusion
différent. Ce mélange, pour étre convenable, ne
peut se faire que dans une étuve. 1l faut pou-
voir disposer au moins de deux espéces de
paraffines, I'une fondant & 45° C., T'autre &
52° C. La premiére a une consistance moins
dure, elle est un peu molle; la seconde a le
grain plus serré, elle est plus cassante, plus
dure.

Pour faire le mélange, on prend générale-
ment 30 grammes de paraffine a 45° C. (molle)
et 25 grammes de celle & 52° C. (dure); cepen-
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dant, il n’est pas toujours facile de fixer
d’avance les proportions de chacune d’elles ;
¢’est affaire d’expérience et cela dépend aussi
de la consistance de la piéce, en outre de la
température ambiante.

L’enrobement dont nous parlons prévoit
Pemploi du microtome & glissoir; cependant,
au besoin, un bloc paraffiné pourrait étre
enchassé dans la masse du eylindre du micro-
tome de Gudden,comme cela se fait également
pour les blocs celloidinés de grandes dimen-
sions, et étre coupé sous l'eau.

Cette méthode d’enrobement présente, en
regard de celle & la celloidine, deux désavan-
tages : le premier consiste dans 'emploi obli-
gatoire d’une étuve dont le prix est toujours
plus ou moins élevé ; le second dans I'enléve-
ment du collet de paraffine qui entoure la
coupe proprement dite avant de (raiter celle-
cipar la couleur : le collet absorbe une certaine
quantité de couleur et ne la rend pas de la
méme facon dans le bain décolorant ou de
différenciation, d’oit la nécessité de I'enlever i
temps. Mais cet acte ne s’accomplit pas facile-
ment; aussi prudemment qu’on opére, il arrive
trés fréquemment qu’en cherchant a enlever
le liséré de paraffine, on déchire ou détériore
la coupe. Pour remédier & cette complication,
on a proposé¢ de plonger la piéce, A sa sortie
du bain d’alcool avant le premier bain de
paraffine, pour 2% heures dans le xylol (Voir
plus loin).

(riesbrecht el Biilschli (in 3) ont préconise
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pour I'enrobement qui nous occupe le pro-
cédé suivant : La piéce, ayant été soigneu-
sement déshydratée par Palcool absolu, est
pénétrée par le chloroforme, auquel on peut
ajouter, en cas de nécessilé, un peu d’éther
sulfurique, pour 'empécher de flotter si elle
était tres petite. On chauffe le tout au bain-
marie et I'on ajoute au chloroforme, par inter-
valles, de petits morceaux de paraffine. A me-
sure que celle-ci fond, on en ajoute d’autres, et
’'on continue ainsi aussi longtemps que des
bulles d’air se dégagent. Lorsque les bulles ne
se forment plus, on peut étre str que la piece
est bien pénétrée. On chasse le chlorolforme en
continuant a4 chauffer & la température de la
fusion de la paraffine, jusqu'a ce que tout le
chloroforme soit entiérement volatilisé.

Pour savoir si le chloroforme est entiére-
ment volatilisé, il suffit de plonger une aiguille
chauffée dans la masse ; elle ne doit provoquer
aucun dégagement de bulles.

Lorsqu'on emploie I'essence de cédre, on
place la piece dans un mélange de parafline et
d’essence, en fondant vers 35°C. et en mainte-
nant cette température au moyen d'un bain-
marie ou dans une étuve, jusqu’a pénétration
compléte.

Le mélange de ce premier bain se fait avec
parties égales d’essence el de paraffine fon-
dant & 50°C. Aprés saturation, on sort la piéce
du mélange, on Varrose de la masse dont on
veut se servir pour faire le bloc et on Ja laisse
dans ce second bain & la température de fusion
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de la paraffine employée. Puis on place la
piece dans un cadre, on I’y oriente, on 'arrose
de paraffine, ou bien on laisse refroidir le tout
dans le récipient qui a servi au dernier bain.
La durée de ces bains varie suivant la nature
de l'objet et son volume. Un embryon, par
exemple, de la grosseur d’un pois est pénétré
en 30 minutes souvent dans le mélange d’es-
sence, el en une heure dans la paraffine pure
fondant & 45° C.

Lespetitespieces durcies au sublimé, solution
concentrée chaude & 15 0/0, solution froide &
o 0/0, passent, lorsqu’on veut les enrober a la
paraffine, aprés que le durcissement a éLé
obtenu (quelques heures, 2 heures pour de trés
pelites pieces, suflisent pourles durcir & point),
pour J-4 heures dans de l'eau distillée, puis
pour 12 heures dans de 'alcool & 60 0/0.

Lin les sortant de ce bain, on les plonge pen-
dant 24 heures dans de I'alcool absolu; cela
fait, elles passent dans un mélange & parties
igales de xylol et d’alcool, ou elles séjourne-
ront 12 heures ; enfin, pour 24 heures dans du
xylol pur. On leur donne ensuite le premier
bain de paraffine, préparé & parties égales de
xylol et de parafline,et qui durera 24 heures, &
une température constante de 40°C. Le second
bain de paraffine durcra 2-3 heures; on se
servira pour ce bain de parafline pure fondant
vers 55-58°C.

Cela fait, on provoque le plus rapidement
possible la prise du bloc. Pour les enrobe-
ments de nos piéces durcies au bichromate de

0
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polasse, nous avons employé le procédé sui-
vant. Pour éviter des répétitions, nous résu-
mons les différents actes de la méthode :

1° Bain dans un mélange & parties égales de
xylol et d'alcool. Durée du bain : environ
12 heures ;

20 Immersion dans une solution concentrée
de parafline fondant & 520C. dans du xylol.
Durée de 'immersion : 24 heures, & une tem-
pérature constante de 37°C. (dans I'étuve) ;

3° Bain dans de la paraffine pure fondant a
590 (. Durée de ce bain : 24 heures, & une
température constante de 55° C. (étuve);

4° Sortie du bain, prise du bloc dans le
cadre métallique de la Station de Naples. Eau
froide pour accélérer la prise du bloc, cte.

Nous avons dit que la condilion premiere
pour enrobement dans la parafiine consistait
dans la déshydratisation compléle de la piece.

Pour obtenir une déshydratisation parfaite,
Suchanneck (18) a proposé I'emploi d’huile
d’aniline. Il sort les pi¢ces de 'alcool & 96 0/0
et les plonge pour 1-12-24 heures, suivant leur
volume, dans de I'huile d’aniline parfailement
anhydre ; de 13, il les transporle pour un meme
laps de temps dans du tolucl. L'avantage ne
nous parait pas étre tres arand.

11 en serait autrement,d’apres Hermann, pour
le procédé de Ciaglinske (19), pourvu que les
expériences ultérieures viennent corroborer
les résultats obtenus jusqu’ici. Il est applicable
aux pitces de la moelle épiniére. L'auleur évite
compltétement toul conlact des piéces durcies
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dans la liqueur de Miiller, avec Ialcool.

Il sort les piéces durcies, les lave rapide-
ment et les séche superficiellement au moyen
de papier Jos¢phe, puis il les plonge dans
'huile d’aniline. Apres 3-5 jours, les piéces
durcies sont devenues transparentes et peu-
vent,aprés un traitement au xylol, étre enrobées
A la paralfine. Durant le traitement subséquent,
huile d’aniline remplace toujours I'alcool
comme véhicule ou lubrifiant des coupes;
celles-ci ne seronl jamais mises en contact
avee de l'alcool. '

Les différentes manipulations auxquelles
doivent étre soumises ultérieurement les
coupes en général ne sont pas toujours com-
patibles avee I'emploi de la paraffine comme
masse d’enrobement ; les coupes paraflinées
s'ellritent trés facilement et le collet, avons-
nous dil, qui doit disparaitre, ne s'enléve pas
aisément ; pour remédier & ces inconvénients,
on a proposé dilférents (raitements spéeiaux
que nous indiquons plus loin au chapitre IV
(Manipulations des coupes).

Un enrobement & la paraflfine, soigneuse-
ment execulé, n'est pas plus dangereux pour
Uintégrité des éléments nerveux que 'enrobe-
ment & la celloidine; les organismes les plus
lins le supportent trés bien. Le difficile avec
les bloes paralfinés est de faire des coupes tres
¢gales et de les enlever de dessus la lame du
microtome sans les détériorer; aussi, malars
les inslruments spéciaux quiont éLé [;(}[1:-_‘,.1;1‘[1-“5
pour obvier { ces inconvénients, préfére-t-on
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souvent, surtout pour les piéces de volume
plus considérable, I'enrobement a la celloidine
et, pour les grandes piéces, I'inclusion dans le
microtome de Gudden.

o

C. — ENROBEMENT A LA GELLOIDINE (2) (5) (12).

(’est & Duval que nous devons I'importante
technique de I’enrobement a la celloidine. Plus
que toute aulre substance imprégnante. la cel-
loidine pénétre les tissus d’une piéce, de facon
A lui donner tout & la fois le degré de solidité
voulue et D’élasticité nécessaire pour que la
lame du couteau, en passant et repassant sur le
bloc, enléve sur tout le champ de section des
coupes d’une venue et parfaitement égales.
Lorsque le bloc celloidiné a ¢té fait réguliére-
ment et méthodiquement, il présente une con-
sistance homogéne parfaite. La celloidine pos-
. séde le grand avantage de ne pas sellriter,
comme le fait la paraffine, durant les manipu-
lations auxquelles les coupes sont soumises;
elle reste bien compacte, transparente, ce qui
permet une facile orientation, et, dans les bains
souvent prolongés de coloration, de décolora-
tion ou de différenciation, etc., par lesquels elle
passe en compagnie dune coupe, elle n’ab-
sorbe que de faibles quantités des divers
réactifs employés; en outre, les quantités
qu'elle détient momentanément, elle les rend
presque complétement,a la condition toutefois
que les lavages solent un peu plus soigneux,
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c'est-a-dire plus longs que s1 les coupes
n‘avaient pas été enrobées. Elie conserve la
struclure des éléments nerveux et forme une
masse protectrice suflisamment résistante pour
pouvoir supporter une certaine pression,
comme celle de la pince du microtome, si, pour
une cause ou pour une autre (la longueur de
la pitce, par exemple), on n’a pas pu coller le
bloc sur un bouchon ou un morceau de bois,
comme cela doil se faire dans la regle. Elle est
assez dure pour se laisser couper lacilement,
pas assez cependant pour empécher la lame du
couteau de couper franc, ou pour I'émousser a
la longue. L’imbibition d’une piéce dans les
solutions de celloidine, méme prolongée, est
inoffensive pour les structures les plus délica-
tes, et peut se prolonger impunément pendant
plusieurs jours, voire méme pendant des semai-
nes. Contrairement a l'opinion émise par
cerlains auteurs que 'enrobement & la celloi-
dine ne se préte pas & 1'élaboration de séries
de coupes, parce que, d’aprés ces auteurs, il ne
serait pas possible de [aire des coupes minces
ete., Pexpérience quolidienne a surabondam-
ment prouvé (... la méthode des plaques deWie-
gert est une illustration de ce que nous avan-
¢cons ...) que I'enrobement & la cellﬂ'rdinc esl
par excellence I'enrobement des séries, et qu’on
ahnqu{, sur des blocs celloidinés des coupes
minces el trés minces. Dans 'enrobement en
question, il faut distinguer deux actes distincts :

le premier est celui L]'B 'imprégnation, de la
pénetration de la pidce par une celloidine tros
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fluide, et qui nécessite un laps de temps plus
ou moins long; Pautre qui consisle en une
pénétration-inclusion, an moyen d'une celloi-
dine plus forte, plus épaisse, dans laquelle on
laisse la piece jusqu’a consistance voulue
et pénétration compléte, ce qui soblient,
selon la nature etle volume des piéces, en quel-
ques heures, quelques jours ou quelques
semaines. Ces deux acles sont prévus par la
méthode; cependant, on peut pénétrer etinclure
une picce d’emblée avec une solulion forte
lorsqu’il ne s’agit que de faire quelques coupes,
au lieu d’une série entiére. Mais, pour que la
piece soit bien enrobée, que les coupes puis-
sent se faire lrés également, il faudra, méme
lorsqu’on sera pressé, veiller a ce que I'impreé-
gnation-inclusion ait été complete.

Pour préparer les solutions de celloidine, on
coupe celte substance en petits morceaux cubi-
ques et on prépare les mélanges sulvants :

Solution A (solution faible). Coupez 3U
grammes de celloidine en petits cubes, qu'on
plongera dans 30 centimeétres cubes d’alcool
absolu, additionnés de 30 cenlimétres cubes
d'6ther sulfurique. Se servir de flacons & large
embouchure et & bouchon de verre; il faut
qu’on puisse y introduire facilement le pouce
et Iindex & la fois. Le flacon sera toujours tenu
bien bouché.

Solution B (solution forte). Prenez la meme
quantité de celloidine coupée de la meme
facon. Ajoutez & 30 centimétres cubes d’alcool
absolu 20 cenlimétres cubes d’éther.
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Ces solutions s’épaississent toujours par le
fait de I'évaporation des liquides, et au boul
d’'un certain temps elles se troublent; il faut
alors laisser sécher la solution ou ce qui en
reste, couper le résidu en petits cubes et dis-
soudre 4 nouveau et de la méme lacon (préa-
lablement peser la celloidine!) pour chaque
solution. Lorsque les solutions s’¢paississent
sans se troubler, on peut ajouter la quantité
proportionnée d’alcool et d’éther nécessaire
pour les fluidifier & poinlt.

Avant de passer une picce dans un bain de
celloidine, il faut I'avoir préalablement déshy-
dratée & fond dans de I'alcool & 90 0/0 pendant
1 ou 3 jours. Apres ce baind’alcool, lesuns font
subir & la picece un bain complémentaire et a
parties égales d'alcool absolu et d'éther sullu-
rique; les autres s’en passent el plongent la
piece dans la solution A. Cel acle peul
avoir 'avantage de compléter la déshydratisa-
tion lorsqu’on est pressé ou bien lorsque la
structure spéciale d'une piéce parait devoir le
réclamer (embryons entiers);mais nous voyons
dans ce second bainundanger: celui d’exposer
la piece, durant les différentes phases de la
procédure subséquente, qui, quoique prompte-
ment exéeulée, réelame cependant un certain
lemps, a un desséchement plus rapide au con-
lact de I'air, ce qu'on doil Loujours éviter.

En sortanl du bain de déshydratisation, la
picce passe immédiatement dans la solution
A. Yoict comment on peut s'y prendre pour
opérer celte premiére péndétration : ) placer la
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picce dans une auge a oiseaux d’une grandeur
correspondant au volume de la picce et I'ar-
roser de solution. de facon i la recouvrir com-
pléetement; au bout d’un instant, ajouter un peu
de liquide, en remplissant 'auge & peu prés;
couvrir; —oubien §) placerlapiécedansle cadre
meétallique de la Station de Naples, dont les
bras mobiles auront éLé rapprochés ou éloignés
de facon & correspondre au volume de la piéce,
et qu’on aura agglutinés au moyen de quelques
gouttes de solution B sur une grande plaque de
verre; remplir le cadre de solution A jcouvrir;
— ou bien ¢) fixer la picce dansune pelite boite,
faite de papier, de carton, suivant un schéma
qu'on peut dessiner pour chaque cas, ou for-
mée au moyen d'une collerelte de papier gom-
me autour dun bouchon.

Quelque moule qu’on ait employé, on
laissera la piecce pendant 24 heures dans la
solution A. Le lendemain, on sort la picce de
ce bain, ou bien on verse la solution A, et on
donne dans un nouveau récipient ou dans
celui qui a déja servi le bain de solution B
(avoir soin de verser la solution A dans le
flacon A ;les méprises sont faciles!). Apres
24 heures de séjour dans la solution B, les
petites piéces sont déja suffisamment péné-
trées pour étre traitées. Les piéces de moyen
ou de grand volume doivent séjourner de
9-4-8 jours dans le bain B : cela dépend
de la nature de la piéce. C’est allaire d’expé-
rience, comme aussi de juger de la consis-
tance convenable des solutions. Surtout évi-
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ter de se servir de solulions trop épaisses.

Une pitéce ne reste jamais lrop longlemps
dans une solution de celloidine; on péche plu-
tot par exceés contraire. Un séjour prolongé
favorise la pénétralion compléte, puis le dur-
cissement du bloe.

Lorsque la masse a pris une consislance
voulue, la celloidine doil étre molle et un peu
résistante, ¢lastique, gélatineuse; on enléve le
cone de papier ou le cadre métallique, ou
bien, si 'on a traité la piéce dans une auge, on
laille dans la masse un cube ou un rectangle
suivant la forme de la piece dans laquelle celle-
ci sera prise, et on le sort de 'auge. On fixe
le bloc, de consistance molle encore, au moyen
de quelques goutles de solution B, sur un bou-
chon ou, ce qui vaut infiniment mieux, sur un
morceau de bois, rond ou carré, suivant la
forme de la pince du microtome et taillé de
facon & ce qu’il s’enchasse facilement dans la
pince ou les tenettes du microtome. En col-
lant la piéce, c’est-a-dire le bloc mou, sur son
bouchon, il faut faire en sortequ’il y ait entre
le bloc et le bouchon une couche de celloidine
d'au moins 2 millimetres d’épaisseur; on évi-
tera également de serrer, de presser, de tas-
ser le bloc mou sur le bouchon ; cet acte doit
clre exécuté tres délicatement. Cela fait, on
verse encore un peu de celloidine B sur le
tout.

Le bloc ainsi ruisselant de celloidine est
placé sur une plaque de verre; on I'arrose
encore une fois d'une nouvelle quantité de

il
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liquide B, et on recouvre le tout d'une cloche
en verre ou d'un bocal renversé, de facon a ne
laisser entrer que treés peu d’air sous le réci-
pient. Pour cela faire, placer une aiguille a
dissocier ou une allumette sous le récipient,
¢’est-a-dire sous le rebord de la cloche, ele.;
cela suffira pour donner accés a la quantité
voulue d’air.

Sous cette cloche se produit alors une éva-
poralion qui est accélérée ou ralenlie suivant
le plus ou moins d’air qu’on laisse pénétrer du
dehors dans la cloche, ¢’est-a-dire sur le bloc;
or, comme le degré de consistance finale du
bloc dépend du laps de temps passé sous la
cloche, et que les blocs séchés lentement sont
plus durs, plus résistants et homogenes que
ceux qui séchent vite, il s’ensuit que plus
I’évaporation sera lente, meilleur sera le bloc ;
de 1a & conseiller, comme le font cerlains
auteurs, de fermer la cloche herméliquement
il y a loin; on a beau soulever de lemps en
temps alors la cloche ou le bocal renverse,
pour permetire aux vapeurs d'alcool et d’¢ther
de s'échapper, I'évaporation ne s’en fail pas
mieux, au contraire j ici, elle se fait para-coups;
suivant la méthode que nous recommandons.
elle s’obtient graduellement et régulicrement.
tout en étant continue. La encore,c’est aflaire
d’observation et d’habitude.

Au bout d’une demi-heure & une heure,
méme 3 & 4 heures, quelquefois davantage
encore, le bloc est suffisamment sec. Le bloc
ainsi préparé est enlevé de dessus la plaque
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de verre et passe de suite dans un flacon &
large ouverture, contenant de Falcool 480 0/0.
On y plonge le bloe, le bouchon en haut, et,
pour 'empécher de basculer, on fixe le bou-
chon du blo¢ au bouchon du flacon ou au cou-
vercle du bocal au moyen de quelques gouttes
de solution B, qui durcit vile lorsqu'on soul-
(le sur la place d’agglutinement. Le [lacon
qui contienl le bloc doit ¢élre complétement
remplid’alecool. Au bout de 24 heures,on rem-
place 'alcool & 80 0/0 par celui & 70 0/0, dans
lequel le bloe pourra étre conservé trés long-
temps. Avant de couper le bloc, on enlcve au
scalpel la portion de celloidine qui se trouve
recouvrir la picee; on taille le bloe de facon &
ce que les coupes qu'on ¢laborera naient pas
un collet de celloidine trop large.

Quand on a [ini de couper, on recouvre la
surface de section du bloc d'un peu de cel-
loidine, on fixe de nouveau le bouchon du bloc
au bouchon du flacon et on I'immerge dans
alecool.

RESUME DE L’ENROBEMENT.

A la paraffine. A la celloidine.
1 Duareissement, Durcissement,
=* Bain d'alcool absolu. Bain d’alcoul absolu.
4° Bain xylol et aleool. Bain alcool et éther.
4* Bain xylol et paraffine. | Bain solution A.
3° Bain de paraffine, Bain solution B.
6° Prise du bloc, cadre. St¢jour sous la cloche.
7° Eau froide. Alcool a 80 0/0.
8 klaboralion des coupces. | Aleool a 70 0/0.
9° — | Elaboration des coupes.
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D. — INCLUSION DANS LE MICROTOME
pE GUDDEN (8).

La piece destinée a étre coupée sous 'ean
dans le microtome de Gudden est soigneuse-
ment débarrassée des parcelles d’enveloppes
qui pourraient y adhérer encore, des vaisseaux
qui serpentent dans les recoins des grandes
pieces, etc. Les piéces durcies au bichromate
de potasse sont, lorsqu’elles sont & point,
d’ordinaire assez résistantes et élastiques tout
A la fois, pour étre manipulées sans danger
dans un liquide quelconque. Lorsquon les
sort d'un liquide et qu’il s’agit de les sécher
avant de les introduire dans le microtome en
question, 1l faut les manipuler avec beaucoup
de précautions, car, une fois séches, elles se
cassent facilement, la moelle épiniére surtout.
La piece & inclure est-elle bien propre, on
commence par lui donner un bain d’eau
chaude de 35-40° C. Ce bain est nécessaire
pour que le mélange stéarinique ou paraf-
finique chaud qu’on coulera dans le cylindre
se moule exactement sur toutes les parties de
la piéce et qu’il puisse pénétrer jusque dans
les plus petites anfractuosités de l'objet
(cerveau). En se refroidissant dans le cylindre,
le mélange stéarinique se prend, dans la régle,
de la périphérie vers le centre et la piece se
trouve alors parfaitement saisie dans la masse,
une [ois que celle-ci est refroidie. Si I'on
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placait la piece dans le cylindre, sans avoir
ramené sa température, périphérique tout au
moins, au niveau de celle de la masse fondue,
en un mot sans l'avoir baignée dans l'eau
chaude, la stéarine se refroidirait du centre
vers la périphérie, c’est-d-dire des bords de la
piece vers les parois du cylindre. II se pro-
duirait alors des vides qui se traduiraient, au
moment de couper, par des mouvements de va-
et-vient de la masse enliére et des mouve-
ments de bascule de la piéce prise dans cetle
masse.

Pendant que la piece baigne, on fait fondre
dans une cupule ou, lorsqu’il s’agit d'un cer-
veau enlier, dans une casserole en fer battu
des morceaux de stéarine, mélangés & des mor-
ceaux de paralfine, ou bien des morceaux de la
masse suivanle, quon aura préparée aupa-
ravant:

Stéarine.. ... NS e e = 15 partics.
R e e et e R . —
01 RS g RIS ey P e ..~ 41 partic,

La quanlilé & employer pour chaque cas est
proportionnée, cela va de soi, au volume de la
piece & inclure. ‘

Pour remplir le cylindre du microtome, la
masse {luide ne doit pas étre en état d’ébulli-
tion; il faut, lorsque tous les morceaux sonl
fondus, enlever le tout de dessus la flamme et
laisser la masse se refroidir un peu. Trop
chaude, elle carboniserait les parties exté-
rieures de la picce. Nous attendons, en général,
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qu’il commence & se former sur la surface de
la masse [luide une fine pellicule de prise, et
¢ est a ce moment précis que nous remplissons
le cylindre (le doigt peut supporter le contact
de la masse fluide).

Arrivé & ce moment de la procédure, nous
sortons la piéce de son bain d’eau chaude et
nous la séchons avec un linge trés fin et avec
des morceaux de papier Joséphe, en péné-
trant dans tous les recoins, de fagon a ce que la
piece entiere soit bien seche. Cela fait, il s’agilt
de placer la piéce dans la position qu’elle doit
occuper dans le cylindre pour étre coupée.

Tout d’abord, on aura ramené le fond du
cylindre & une hauteur correspondant & la
hauteur de l'objet & couper, en tournant la
roue dentelée de droite & gauche ou de gauche
a droite, suivant le point on elle se trouvait
arr¢tée. On place alors la piéce sur un de ses
cotés, sur sa base ou sa convexite, de
pointe, etc., suivant la position dans laquelle
elle doit élre coupée, sur le fond du cylindre
et dans 'espace compris entre les trois boutons
métalliques qui en garnissent le milieu. Si la
piece ne se tient pas dans la posilion voulue,
on la cale entre ces trois boutons an moyen de
morceaux de licge, d’allumettes, de petits mor-
ceaunx de carton, en ayant soin de ne placer
ces supports que la ou le couleau ne passera
pas tout d’abord; autant que possible en des-
sous de la pitéce. Lorsque la picce est bien
calée, on remplit doucement le cylindre avec
la masse fluide, en ayant soin de ne pas arroser
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la piéee, ce qui pourrait la faire basculer. Le
cylindre une fois rempli, il se produit, au bout
d’un instant, un dégagement assez prononce
de bulles d’air, puis un retrait du liquide stéa-
rinique. On ajoule encore de quoi remplir
complétement le  cylindre jusqu’a ras de
I'anneau, et on laisse la masse se prendre lente-
ment dans 'immobilité la plus compléte. Un
peu plus tot, un peu plus tard, suivant la
(quantité de liquide, en moyenne apres quel-
ques heures, la masse esl durcie. On remplit
alors la cuve du microtome avec de l'eau
bouillie, refroidie et tamisée & travers deux
linges. Cela fail, on couvre le microtome.

Le lendemain, pas avant, on enléve circu-
lairement et par couches le dos du scalpel
toujours lourné vers 'anneau, qu'on veillera a
ne jamais endommager, parce que la moindre
rayuresurl'anneau occasionnerait une éraillure
du couteau et conséquemment des déchirures
sur la coupe, on enléve, disons-nous, excentri-
quement la stéarine qui recouvre la piece et
celle qui I'enserre & sa partie la plus externe.
Celle-ci mise & nu, on dégage, le scalpel lou-
jours dirigé de la meéme facon, les abords
immédiats de la piece, de facon & ce quen
coupant avec le grand couteau du microtome,
la lame ne coupe que la piéce el non pas des
morceaux de stéarine, ce qui I'émousserait et
I'abimerait & la longue.

Dés ce moment, on peul se mettre & couper.

La masse stéarinique ne sert, en réalité, que
de support circulaire & la piéce, qu’elle englobe
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st parfailement qu’on pourrait parler ici d'un
véritable enrobement. Cette masse d'inclusion
ne sert que de support aux coupes a mesure
qu'on élabore celles-ci, puisque la partie supé-
rieure de la pitce, le champ de section, doit
¢tre dégagée de la stéarine qui lui faisait collet
¢t émerger de lamasse stéarinique. La sléarine
ne doit pas adhérer trop fortement non plus &
la périphérie de la piéce. C’est en préparant le
mélange qu’il faut combiner les différents
ingrédients dont se compose la masse, de
telle sorte que celle-ci ne soit ni trop dure ni
trop molle; puis, aumoment de couler la masse
(luide dans le cylindre, il faut veiller i ce qu’elle
ne soil ni trop chaude ni trop froide, mais a
point. Au boul de trés peu de temps, on arrive
a saisir ces. degrés et a exécuter l'opération
classiquement.
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A. — KLABORATION DES COUPES.

1° Au microlome a glissoir.

Le bouchon ou le morceau de bois sur
lequel le bloc celloidiné a été collé doit élre,
avons-nous vu, taillé de facon & pouvoir s’en-
chasser facilement dans la pince du micro-
tome. La pince ou l'étau porte-objet ne doit,
dans la régle, saisir ou serrer que le bouchon
seul, et non pas, comme cela se pratique quel-
quefois, le bloe. Le diamétre du bouchon sera
done toujours plus grand que celui du bloc.
La pince doit saisir, aulant que possible, le
bouchon dans toute son étendue, ses 2/3 au
moins, de fagon & ce que le bloc entlier ne
vacille pas pendant que I'on coupe. Lorsque la
lame arrive au niveau de la pince, on s’arréte,
puis I'on rameéne la vis micrométrique & zéro ;
on place le bloc, c'est-d-dire le bouchon, de
facon & ce que ce bloc dépasse la pince d'en-
viron un bon travers de doigt, et I’on recom-
mence i couper.
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Pour les bloes celloidinés, la lame est vissée
sur le plot, de fagon & former avec la voie du
glissoir un angle aussi aigu que possible; elle
doit couper paralltlement & I'axe du alissoir.
Les lames destinées aux bloes en question
doivent étre longues, peu inclinées et plutot
élroites. Pendant que 'on coupe, la lame doit
élre constamment mouillée avec de I'alcool a
60-70 0/0.

Nous recommandons 'appareil irrigateur de
Bernard, qui laisse tomber automatiquement
el goutte & goutte le liquide sur la lame. Dés
qu'une coupe est faite, c’est-a-dire enlevée du
couteau, mouiller ¢galement la surface de
coupe, qui ne doit jamais rester longtemps
exposée a lair.

Voiel la marche a suivre pour I'élaboration
d’un bloc celloidiné :

Fixer le bloe c¢'est-d-dire le bouchon dans la
pince; lui donner la situation exacle qu’il doit
occuper. Visser la lame sur le plot. Meltre au
point, ¢’est-id-dire élever la pince ou appareil
qui la porte au moyen de la vis micromélrique,
jusqua ce que la surface de coupe soit &
niveau de la lame. Pour les microtomes a plan
incliné, tourner la vis & main, qui peut monter
ou descendre le support de la pince. Serrer
toutes les vis. Repousser le plot & I'extrémité
du glissoir (loin de soi). Mouiller la surface de
coupe (du bloc) et la lame.

Tirer le plot & soi; la main doit reposer sur
le plot, jamais sur lalame. On tourne la mani-
velle lorsque la traction est mécanique (avec
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la main droile, la main gauche est occupee i
mouiller la lame quand on ne travaille pas
avec lirrigateur). Si la coupe s’enrounle, se
plisse, etc., s'arréter et doucement, cn s"qida.nt
d’un pinceau, d'une aiguille & dissocier ou
d’une pincette, I'étaler sur la lame. La trac-
tion doit étre franche, égale; elle ne doil
pas trainer. Il faut éviter de soulever le plot
en laltirant a4 soi, les A-coups, les arrets
non motivés. La coupe faile, attirer le plot
jusqu’au bout du glissoir. Enlever la coupe soit
avec un ruban de papier (voir méthode des
plaques de Weigert), soit au moyen d'un pin-
ceau ou de pincettes, puis 'immerger dans de
I'alcool ou de I'eau distillée, suivant la méthode
“de coloration a appliquer. Repoussger le plot
loin de soi, jusqu’au bout opposé da glissoir.
Tourner la vis micrométrique d’'un nombre
déterminé de fractions de millimeétre, d'ol
dépendra |'épaisseur d'une coupe. Les chillres
voulus sont gravés sur la roue de la vis micro-
mdétrique, qui, sur les microtomes modernes, se
déclanche ef tourne, ¢’est-a-dire fait monter la
pince automaliquement, lorsque le plot esl
repoussé au bout de la voie de glissement.
Mouiller la lame, la surface de coupe, tirer le
plot & soi, et ainsi de suile. Lorsqu’on a fait le
nombre voulu de coupes, enlever le bloe,
enduire sa surface de celloidine, fixer le bou-
chon sur le bouchon du flacon ot on doit le
plonger. Dévisser la lame, l'essuyer & fond,
'enfermer dans son élui. Essuyer le micro-
tome, le couvrir. Traiter les coupes.
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Les blocs paraffinés peuvent étre taillés de
facon & entrer dans la pince, ou bien on les
agglutine au moyen de quelques gouttes de
paralline fondue sur une petite table qui rem-
place la pince ou qui s’enchasse dans I’étau
porte-objet. Nous recommandons pour ces
blocs la table de la Station de Naples ou
"appareil-cadre de Reichert, notamment pour
les microtomes & plan incliné. La lame doil
élre courte, épaisse, forte, assez inclinée; on
la visse Llransversalement sur le plot, elle
formera avec 'axe de la voie de glissement un
angle droif. On coupe & sec; sauf cela, 'opéra-
tion resle, en somme, la méme. Les coupes
provenant de piéces paraffinées ayant une
grande tendance & s’enrouler sur la lame, il
est souvent difficile de les dérouler sans-les
gater. Cet enroulement dépend, du reste, aussi
du plus ou moins de consistance de la paraffine.
Pour empécher cet enroulement, on se servira
avec avantage du Schnitistrecker ou extenseur
de coupes, dont nous avons parlé. Nous nec
I'avons pas employé et nous croyons que, dans
la plupart des cas, on peut le remplacer en
retenant, au moyen d’'une aiguille ou d'un
pinceau, le bord de la coupe qui commence &
s’enrouler.

Bolles-Lee et Henneguy (5) conseillent, pour
rendre cet enroulement moins nuisible, de tail-
ler le bloc parafliné en prisme & aréte aigué,
de facon 4 donner aux coupes la forme d'un
triangle juste assez large & sa base pour conte-
nir la section de la piece, et dont la hauteur
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ait au moinsde 5-6 fois Ja longueur de la base.
L’aréle du prisme étant orientée vers le tran-
chant de la lame, on obtient des coupes en-
roulées dont les spires vont en s’élargissant du
sommet & la base, la section de la piéce se
trouvant dans la derniére spire qui est la plus
ouverte. La coupe placée sur un porte-objet
avee la derniére spire en bas, il suffira de
chauffer légérement pour que la partie conte-
nant 'objet se déroule complétement.

’emploi du microtome ordinaire & glissoir,
A traction manuelle ou mécanique (manivelle),
n’est possible que pour des blocs ou des picces
de volume restreint. Il n’est pas possible de
faire avec ces instruments des coupes d'un cer-
veau de chat ou de chien; par conséquent, il
ne saurait étre question d’élaborer des coupes
longitudinales ou transversales d'une moelle
allongée humaine, a plus forte raison d'un
lobe cérébral. Pour ces piéces qui excédent
de certaines dimensions, il faut avoir recours
au microtome de Gudden, instrument trop peu
connu encore et qui, en technique microsco-
pique, rend les plus grands services, puisque
seul il permet d’¢laborer des coupes dune
venue du cerveau entier, longitudinales, trans-
versales, obliques, qui sont d’'une si grande
utilité dans I’étude des centres nerveux.

90 Au microtome de Gudden.

La cuve du microtome doit ¢tre toujours
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suffisamment pleine d’eau propre. De lemps
cn temps la vider, la nettoyer a fond et la rem-
plir & nouveau d’eau bouillie, refroidie et tami-
sée. Le couteau doit étre complétement cou-
vert par I'eau; il coupe, avons-nous dit, de haut
en bas, en s’appuyant & droite contre la regle
métallique placée diagonalement sur le fond
de la cuve. Il doit étre dirigé plutot par les
pouces de l'opérateur que par les mains, les
autres doigls n’appuyant que légérement sur
le dos du couteau ; le pouce gauche pousse la
lame dans la direction du pouce droit; celui-ci
reprend pendant que le premier revient en
arriére ; le pouce droit reprend alors sa posi-
tion premiére, le pouce gauche pousse la lame,
et ainsi de suile. Les pouces, en faisant avan-
cer le couteau, ne doivent pas dépasser les
limites de I'anneau, ce qui ferait basculer la
lame. Lorsqu’on coupe, la lame doit passer sur
toute I'étendue du champ de section et de 'an-
neau, que la piéce & couper occupe peu ou
beaucoup de place dans le eylindre, sans s’ar-
réter en chemin, sans a-coups, sans mouve-
ments de bascule, ce qui se traduirait sur une
coupe par des gradins, des rayures, des fentes
ransversales. Se rappeler ce principe : une
place donnée du couteau doit toujours corres-
pondre & une méme place donnée de la picce
(8). La direction que doit toujours occuper le
couteau lorsqu’on coupe sera paralléle au
bord de la cuve. Quand, pour une cause ou
pour une autre, on est obligé de s'arréter, on
reposera le couteau trés & plat soit sur le
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rebord de 'anneau, soit sur le fond de la cuve;
il ne doit jamais reposer & faux.

Voici les différents temps de opération : la
lame cst placée par son milieu en travers de
I'anneau : 1°avee la main gauche, remonter la
lame sur le rebord de l'anneau, en haut’
‘loin de soi), et I’y maintenir fix¢é, extrémité
droite du couteau (de lalame) s’appuyant contre
la régle mélallique diagonale; 2° avec la main
droite. tournerla roue (la vis micrométrique) de
gauche a droite d'un nombre donné de dente-
lures ou de fractions de dentelure; 3° placer
les deux pouces sur la lame, sur l'anneau;
4° pousser la lame de gauche & droite en ra-
menant, an fur et & mesure de la marche (a
“droite et en bas), les pouces le long de la lame
et toujours sur l'espace occupé par 'anneau;
5° faire parcourir & la lame toute la surface de
coupe et toute la surface de l'anneau; 6° la
coupe faite se met & flotter sur 'eau; 7° ra-
mener le couteau i sa position premiére (toul
en haut de l'anneau), 'y faire reposer bien
d’aplomb ; 8° des deux mains pécher la coupe;
9o saisir le couteau de la main gauche; 10° de
la main droite, tourner la roue, ct ainsi de
suite. Pendant qu’on coupe, prendre un bon
point d’appui avec les avant-bras sur les sup-
ports triangulaires fichés du coté de l'opérateur
sur les angles de la cuve, les pieds sur la barre

1. En haut et en bas de 'anneaun, par rappoert au
rehord de la cuve qui se trouve du colé de lopérateur
(loin de soi el contre soi).
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qui relie 'armature de la machine, & environ
o centimélres du sol. Avant-bras nus ; endos-
ser un tablier ; il ne faut pas employer de |a
force, mais de la légéreté de main et de |a
sureté dans les mouvements.

La masse d’inclusion se met quelquefois i
vaciller; il faut alors sortir la masse, I'entailler
sur les cotés, la placer de nouveau dans Jo
cylindre et verser dans les espaces ainsi for-
mes entre le cylindre et le bloc une quantité
voulue de masse fluide. On peut remédier par=-
fois & ce vacillement en déchaussant la piéce
sur tout son pourtour et en garnissant I'espace
libre, aussi profondément que possible, avec un
melange, fait & chaud, de térébenthine et de
cire. La piéce seule se met & vaciller quelque-
fois, sans que la masse participe i ce mouve-
ment de bascule; cela provient le plus souvent
d'un état de durcissement incomplet : la piéce
est trop élastique. D’autres fois, ce vacillement
estdu & des vides qui se sont produits pendant
le refroidissement de la masse, autour de la
picce et surtout aux parties déclives de la piéce.
On s’en apercoit moins & des rayures sur les
coupes qu’'a des inégalités d’épaisseur, qui
s’accentuent encore lorsqu’on croit remédier i
la complication en faisant des coupes plus
épaisses. Ici encore, ce qu'il y a de mieux i
faire, c’est de sortir le bloc, de vérifier I'étal
de la masse et de remplir les vides avec de la
masse fluide, ou bien encore d’enlever toute la
masse d’inclusion, dégager soignecusement la
piéce et I'inclure & nouveau. Les picces desti-
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nées au microtome de Gudden doivent étre
bien durcies; le liquide d’inclusion sera chaud
A point pour éviter un retrait trop considérable
de la masse dans le cylindre, car, plusle liquide
sera refroidi, plus 'espace de retrait entre la
masse et le eylindre sera grand.

[l arrive que, la lame ayant passé sur toule
I’étendue de la piéce, la coupe ne se détache
pas. Il faut alors placer le couteau dans la
premiére position et, au moyen de pincettes,
d’aiguilles & dissocier, du scalpel, séparer la
coupe de la piéce ou du collet de stéarine qui
'empéche de flotter. Lorsqu’on s’apercoit
qu'un fragment d'épendyme ou de vaisseau
sanguin, placé sous la lame, se laisse entrai-
ner le plus souvent sous la coupe en élabo-
ration, il faut remonter le couteau d’un peu,
enlever 'obstacle ou, sicela n’est pas possible,
faire des mouvements de va-et-vient avec la
lame, scier, puis donner un coup brusque en
avant; cela suffit d’ordinaire pour surmonter
Uobstacle (27). Il faut tenir les lames trés
propres. Avec le microtome, Aatsch fournit
deux lames, l'une grande pour le microtome
grand modele, lautre plus courte correspon-
dantau diamétre des anneaux du petit modéle.
Dés qu'on a fini de couper, essuyer la lame
trés a fond, sans frotter ou en érailler le tran-
chant.

Lorsqu’une coupe est faite, elle se met, dans
la régle, & flotter sur 'eau. Au moyen d’un
morceau de papier, mais de préférence avee
un morceau d'une toile métallique, d’un treillis

6
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lin (cuivre), coupé au prorata de la grandeur
des coupes et de telle sorle que ce morceau
de treillis ait la largeur du récipient dans
lequel la coupe devra étre transportée, on
peche la coupe sur I'eau, la main gauche fixant
la coupe sur le treillis, enayant soin de Jaisser
la coupe s’étaler lentement et complétement,
a mesure qu'on sorl le tout de 'eau, sur cette
espece de [ilet. Des qu’elle est sortie, on im-
merge la coupe dans un bain d’eau distillée,
en veillant & ce que, en retirant le treillis du
récipient ol la coupe vient de s’étaler, onn’en-
dommage pas la coupe.

Ce qui vient d’étre dit concerne les coupes
petites ou moyennes. S’agit-il d’élaborer et de
manipuler des coupes du cerveau entier, on ne
peut pas songer & sortir la coupe de ’eau pour
la transporter dans un récipient. Il faut ici
plonger laplaque de verre qui fera porte-objet
dans I'eau de la cuve, la glisser délicatement
sous la coupe, qui, & cause de ses dimensions,
ne surnage, en général, qu’a moitié, etchercher
a I’y étaler convenablement sans plis, sans
froissures, puis sortir le tout, en fixant la
coupe sur le verre, au moment olt I'on sortira
l'objet de l'eau, au moyen d'un manche &
aiguille, d’un piquant, ete., de facon & I'em-
péeher de glisser. Pour cela, on peutl aussi
employer une assiette plate, de grand diamétre,
dans laquelle, une fois la coupe recueillie, on
versera, avec les précautions voulues, au fur et
A mesure des besoins, les liquides nécessaires,
eau, couleur, alcool, ete. A-t-on sorti la coupe

L]
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sur une plaque de verre, celle-ci passe dans
une assielte ot 'on aura préalablement preé-
paré le bain d’eau distillée. Pour ces grandes
coupes du cerveau, il faut énormément de pa-
tience et une grande sureté de main.

Les récipients, cupules, auges, etc., dans
lesquels les coupes faites doivent étre recueil-
lies, se numérotent de gauche & droite. Sur un
plateau, la premiére coupe occuperalapremiére
place & gauche en haut, la seconde sera placée
4 la droite de la premiere, el ainsi de suite.

La coupe faite doit élre immergée dans
I'eau et non pas (lotter sur le liquide ; chaque
récipient doil étre couvert.

B. — MANIPULATIONS SUBSEQUENTES DES COUPES,

Que la coupe provienne d’'un bloc ou d'une
picce simplement collée sur un bouchon,
quelle ait été faite dans le microtome de Gud-
den ou au moyen d'un microtome ordinaire,
la premiére chose & faire aprés son élabora-
tion est de la laver & I'eau distillée (ou & un
alcool donné suivant la méthode de coloration
employée).

La durée de ce bain est variable ; dans la
plupart des, cas elle comportera le laps de
temps nécessaire pour achever 1'élaboration
des aulres coupes d'une séance et pour pre-
parer le traitement subséquent des coupes.
L'essentiel est que la coupe faite sousl'eau s’v
débarrasse entiérement desimpuretés (ui pmu:-
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raient y etre fixées et que, pour celle qui pro-
vient d’une piéce traitée al'alcool, les éléments
nerveux qui dans ce liquide ont souffert d’un
ratatinement, d'un retrait plus ou moins ac-
centué, s’y distendent et se gonflent de facon
a reprendre leur volume normal. Ce mouve-
ment d’expansion des éléments nerveux, des
cellules surtout, est nécessaire pour obtenir
une coloration fixe.

Comme exemple des manipulations & faire
subir & une coupe, nous allons décrire le trai-
lement nécessaire pour colorer une coupe
faite sous l'eau, au carmin ammoniaque. La
technique reste & lrés peu de chose présla
méme que pourles coupes provenant de bloes et
élaborées au microtome & glissoir. La maniére
de procéder estla méme pour les différents
modes de coloration.

Tout d’abord, on peut distinguer deux modes
principaux dans la manipulation des coupes:
on peut laisser la coupe dans le récipient qui
la contient, 'arroser, c¢’est-a-dire remplir le
récipient d’un liquide donné, le vider, le rem-
plir de nouveau, et ainsi de suite ; ou bien on
peut sortir & chaque fois la coupe d’un bain
pour la transporter dans un autre, soit au
moyen d'un morceau de papier, soit avec une
spatule, ou une pince sila coupe est celloi-
dinée. Pour la coloration des cellules et des
cylindraxes, en outre pour le traitement géné-
ral des coupes élaborées sous l'eau dans le
microtome de Gudden, le premier mode de
faire nous parait plus recommandable; pour
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des feuillets collodionnés, pour les coupes de
blocs celloidinés, en outre pourles colorations
des gaines de myéline, le second est préfé-
rable. Pour les grandes coupes du cerveau
entier, tous les bains doivent se donner suc-
cessivement dans la méme assiette, en ayant
soin de ne jamais verser le liquide sur la
coupe ou dans son voisinage immédiat, ce qui
provoquerait des plissements irréparables,
mais sur les parois du récipient, de facon a ce
que le liquide ne pénétre que graduellement, -
lentement, dans 'espace occupé par la coupe
et ne I'immerge qu’insensiblement. C’est une
régle applicable, au reste, pour toutes les
coupes, grandes ou pelites.

Nous avons rangé sur un platean autant
(’auges ou de cupules que nous aurons de cou-
pes a traiter ; chaque auge est remplie conve-
nablement d’eau distillée, chaque récipient
est couvert d'une plaque de verre. La premiére
:oupe que nous traiterons passe dans 'auge
qui se trouve & gauche en haut sur le plateau,
la seconde & ladroite de la premicre, et ainsi
de suite. On numérotera, dans toutes les ma-
nipulations techniques, toujours de gauche a
droite. La quantité de coupes voulue, ¢’est-a-
dire prévue pour la séance est-elle obtenue, on
essuie la lame et le microtome, on recouvre
instrument et on commence 3 préparer le
bain colorant. Cela fait, on découvre les réci-
pients contenant les coupes; on commence
par la premiére i gauche ; de la main ganche
on lincline et, si la coupe n’adhére pas secule

G,
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au fond du récipient, on I'y fixe au moyen d’un
mstrument plqutml? aiguille, ete., pour I'em-
pécher de s’échapper avec le liquide ; on verse
Feau. Pource premier bain, nousnous servons,
parraison d’économie, d’eau distillée, filtrée a
chaque fois aprés le premier lavage en ques-
tion. On retourne 'auge et on laisse égoutter ;
on opére de méme pour les autres coupes.
Toutes les auges vidées, on essuie chacun de
ces récipients, de facon & ce queles paroiset le
fond de I'auge soient parfaitement secs ; allen-
tion & ne pas détériorer la coupe. On verse
successivement dans chaque récipient la quan-
tité voulue de couleur. La coupe ne doit pas
flotter surla solution, elle doit immerger com-
plétement dans le liquide colorant.

La durée du bain colorant varie suivant la
nature de la piéce, I'épaisseur de la coupe, le
litre de la solution colorante et la température
ambiante. De certaines piéces acceptent
mieux la couleur ou telle couleur, que d'autres;
¢’est affaire d’'un essai pour chaque nouvelle
pi¢ce, pour chaque nouvelle méthode colorante
au début de chaque nouvelle série. Les coupes
minces séjourneront plus longtemps dans un
bain mlmaul; que celles qui sont plus épaisses.
L’étendue, le diamétre d’une coupe, n’y sont
pour rien. Les solutions faibles colorent, en
général, plus également, plus exactement les
eléments nerveux que Ies solutions fortes. 1l
vaul infiniment mieux, toutes choses égales
1’ailleurs, laisser une coupe pendant un temps
plus long dans une solution diluée, qu'un
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temps moins long dans une solution concen-
irée. La durée de ce bain est prescrite par
chaque méthode de coloration, et le titre des
solutions est loujours exactement formulé. Le
plus souvent, avec 'emploi d’une solution faible
ou moyenne, la durée d'un bain colorant est
de 12-18-24 heures. Les traités préconisent, en
général, lesméthodes et les coloralions rapides,
comme §'il s'agissait avant tout de teindre une
coupe, et beaucoup moins de la coloration
exacte des éléments nerveux. Cette coloration,
pour ¢tre bonne, doit se faire lentement, pro-
aressivement ; le lavage décolorant, la dilfé-
renciation, se font ensuile dans de meilleures
condilions. Les coupes conlenant la couleur,
¢’est-a-dire les coupes en traitement, ne seront
jamais exposcées a la pleine lumiére solaire.
Nous avons I’habitude de baisser les stores du
laboratoire pendant la durée des manipula-
tions. Les colorations en vue des cellules ner-
veuses avec leurs prolongements donnent, en
général, des résultats plus satisfaisants, lorsque
les coupes ou les piteces n’ont pas subi le
contact de l'alcool. Faisons remarquer ici que
les coupes qui ont sé¢journé dans l'alcool ou
qui proviennent de pi¢ces plus ou moins im-
bibées d’alcool, et qu'on immerge & un mo-
ment donné dans de 'eau distillée ou dans une
solution aqueuse, présentent alors des mouve-
ments rolatoires de diffusion, trés prononcés,
et quelquefois si énergiques que la coupe en
tournant peut se détériorer, se fissurer, ete.,
lorsqu’elle est trés mince, ou s’émielter, lors-
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quelle est épaisse. Il faut alors immerger les
coupes rapidement et, pendant les premiers
instants du bain, la tenir délicatement sous
le liquide, au moyen d’une baguette de
verre, etc. ; de méme lorsque les coupes flot-
lent sur le liquide sans immerger tout a fait.
Les coupes dont nous parlons séjourneront le
moins de temps possible dans un liquide
aqueux; il en sera de méme pour les coupes
provenant de blocs paraffinés.

Le bain de couleur donné, on vide succes-
sivement les auges, on les essuie soigneuse-
ment chacune apreés les avoir retournées sur le
plateau, pour qu’elles aient pu s’ézoulter. Les
auges propres et séches, on donne le bain
décolorant, ou fixatif, ou de différenciation, en
versant dans chaque auge la quantité suffi-
sante du liquide & employer. Il est bon de
remuer ’eau de ce bain, de la batire délicate-
ment avec une baguetle de verre, de facon a
activer le travail de décoloration et & répartir
plus également dans le liquide les particules
de couleur qui sont rendues par la coupe. Au
bout d’un instant,on change 'eau ou le liquide
décolorant en employant les mémes précau-
tions.

Lorsque la coupe ne rend plus de couleur,
on verse le bain décolorant, on séche 'auge et
on donne le bain prévu par la méthode, en
général celuide réduction ou de diﬂ'érenciutim.l.
Le bain décolorant a une durée qui varie
également suivant la nature de la picce,
I'épaisseur de la coupe, le titre du liquide
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colorant et le degré de décoloration & alleindre.
Pour les coupes colorées au carmin, par
exemple, 1l durera environ 1-1 1/4-2 heures, et,
dans la régle, tant que la coupe rendra encore
de la couleur.

Les récipients seront couverts. Pendant ce
bain ou pendant un second lavage A 'eau, ou
bien pendant un bain qui suivra I'immersion
dans le liquide de dilférenciation, toutes
choses que nous donnons de préférence dans
un récipient plus grand, une soucoupe, par
exemple, on placera la coupe sur le porte-
objet. Quand on a & placer plusieurs coupes
sur le méme porte-objet, on place la premicre
en rang & gauche sur le premier rang, la sul-
vante 4 droite de la premiére, et ainsi de
suite, en numérotant également sur les porte-
objets toujours de gauche a droite. Les pre-
miéres coupes placées, le premier rang par
exemple au complet, on incline le porte-objet
de facon a ce que les coupes déja placées
soient hors de I'eau, et on place les suivantes,
en ne laissant tremper dans 'eau que la partie
du porte-objet sur laquelle d’autres coupes
doivent trouver place. La ou les coupes conve-
nablement placées, on essuiera soigneusement
le porte-objet tout autour des coupes et on
transportera le tout dans le bain dedéshydrati-
sation (alcool absolu). Pour entrer le porte-
objet dans le bain, on l'incline de facon & le
faire pénétrer & moilié de pointe dans le li-
quide et, au besoin, en fixant la coupe pour
I’empécher de glisser. Les coupes dcivent étre
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complétement recouvertes par I'alcool. La
grande auge carrée dans laquelle ces bains
se donnent sera tenue couverte. La durée
moyenne de ce bain est d’environ 20-30 mi-
nutes pour des coupes de moyenne épaisseur
et de moyenne étendue. Les coupes épaisses el
celles de grandes dimensions y resteront plus
longtemps que celles qui sont petites et minces.
Pour de certaines coupes trés délicates, il est
prudent de commencer le bain de déshydra-
lisation par un liquide plus dense et de don-
ner successivement des bains d’aleool & 80-90-
15 0/0, pour finir par I'alcool absolu. Les coupes
celloidinées et les pellicules de Weigert conte-
nant des coupes provenant de blocs celloidinés
seront déshydratées dans de I'alcool a 95 ou
96 0,0.

La déshydratisation doit élre compleéte:
lorsqu’elle ne I’a pas été, on apercoit, pendant
I'acte de I'éclaircissement. des taches caracte-
ristiques sur la coupe et qui ne disparaissent
plus. Pour sortir le porte-objet de la cuve
a alcool, il faut 'incliner de facon & ce que la
partie du porte-objet qui contient ou porle
les coupes sorte la premicre ; on fixe la ou
les coupes au fur et & mesure qu’elles sortent,
de facon & les empécher de glisser. Dés qu’un
porte-objet est sorti, il faut tout d’abord
recouvrir la cuve, puis laisser égoulter un mo-
ment, en tenant le porte-objet a plat ou trés
légerement incliné; on essuie rapidement le
pourtour du porte-objet, on le place trés a
plat sur la table de travail et on recouvre la
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coupe (avec un pinceau) d'une quantité suffi-
sante de liquide éclaircissant, le plus souvent
d’essence de girofle (Oleum caryophyllae-Nel-
kenoel). Il faut que cet acte soit accompli
rapidement, car, au sorlir du bain de déshy-
dratisation, les coupes sechent trés vite; or,
pour si peu qu'elles le soient, des coupes
séches ne valent plus rien. La coupe doit
reluire d’humidité; il faut done veiller a ce que
le luisant caractéristique se maintienne intact
jusqu’au moment de la lubrification par I'es-
sence. A ce moment, on peut placer le porte-
objet pour un instant de coté et procéder au
méme traitement des autres coupes. Un ins-
tant apres 'avoir recouverte d’essence,la coupe
se met & flotter sur la couche de liquide. La
transparence ne s’en obtient pas moins si on
la laisse telle quelle; cependant, il vaut mieux
'immerger complétement sous I'essence,
c'est-d-dire dans la quantité nécessaire de
I"agent éclaircissant (essence de girofle, créo-
sole, térébenthine, xylol, huile d’origan, ete.,
ete.). Pour cela, patiemment et délicatement
on étale une goutte ou deux de liquide sur la
coupe, et doucement on finit par 'immerger
tout & fait. Au moment ol I'essence de girofle
est étendue sur la surface d’une coupe encore
Lout humide d’alcool, il se produit un trouble
opalescent, qui disparait insensiblement et (que
beaucoup de débutants envisagent & tort
comme un phénoméne anormal. Le trouble
provient du mélange de I'essence et del'alcool -
ce dernier est insensiblement résorbé compla-
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tement et la coupe, progressivement pénétrée
par le liquide plus dense, passe ainsi graduel-
lement & I'état de transparence. Les agents
eclaircissants & aclion lente, comme ceux que
nous venons de citer,sont ceux qui conviennent
le mieux pour les coupes du S. N. C. Au reste,
chaque méthode indique l'agent éclaircissant
a employer. La transparence s’obtient plus ou
moins promptement. C’est un acle & controler
au microscope a dissection de Nachet. Lors-
qu’elle est obtenue, on peut monter de suite,
mais nous estimons qu’il est préférable de
laisser la coupe s’imprégner encore pendant
quelque temps et de parachever la transpa-
rence de tous les tissus. Placer les porte-
objets trés & plat; éviter le soleil. Lorsque la
transparence est compléte, on incline le porte-
objet au-dessus de la cupule & essence et,
tout en empéchant les coupes de glisser de
la place qu'on leur a assignée, on laisse égout-
ter. On pose ensuite le porte-objet sur un plan
incliné, de maniére a ce que les derniéres
gouttes d’essence glissent le long du verre; on
essuie soigneusementle porte-objetetl’on mon-
te. On a conseillé de sécher la coupe en appli-
quant sur le porte-objet un morceau de papier
Joséphe, qui absorberait toute trace d'es-
sence. Nous proscrivons ce moyen. Le papier
laisse sur la coupe des fils qui génent l'exa-
men et qui peuvent donner lieu & des erreurs
d’interprélation. Pour les coupes éclaircies &
I'essence de girofle, on peut traiter parle xylol
(5-10 minutes), égoutter et monter. C’est un
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surcroit de travail qui n’est pas absolument
nécessaire et donton se passera quand on aura
des centaines de coupes a traiter dans une
série. Pour monter, placer le porte-objet devant
sol sur la table de travail, verser une goutte
ou la quantité jugée sufflisante de baume ou
de résine sur le milieu de la coupe, et laisser
ce liquide s’y étaler convenablement. Pour
placer le couvre-objet, tenir ce dernier de la
main gauche, prendre un point d’appui sur les
avant-bras, soutenir de la main droite au
moyen d’'une aiguille a dissocier le couvre-
objet, I'abaisser insensiblement et appliquer
par son coté gauche sur le porte-objet, en cal-
culant I'espace qu’il aura a recouvrir, de facon
a ce que, en continuant A I'abaisser toul en
le soutenant toujours avec la pointe de ’ai-
guille, il arrive & couvrir la coupe, le centre
de celle-ci correspondant au milieu du couvre-
objet. Pour de petites coupes, verser une
goutte de baume sur le couvre-objet, retourner
celui-ci et Pappliquer trés i plat, en le tenant
entre le pouce et I'index ou dans les mors
d’une pince courbée, surla coupe. Au moment
ol le couvre-objet s’étale sur une coupe,
il se produit un mouvement de glissement
dans un sens ou dans I’autre, Prévenir ¢o
mouvement en appliquant un ongle de la
main gauche et la pointe de aiguille tenue de
la main droite sur le porte-objet et contre les
bords du couvre-objet, pour maintenir celui-
ci en place. Placer la préparation tres a plat
dans un lieu sec.

5
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Pendant le cours des manipulations qui
viennent d’étre énumérées, il faut controler les
résultats des différents actes, et surtout au dé-
but d'une série; c’est ici que le microscope a
dissection de Nachet rendra de grands services,
car on peut transporter sur la platine de cet
instrument une auge, une cupule, etc., conte-
nant une coupe en trailement, sans craindre de
détériorer un objectif, si pour cela il avait fallu
se servir d'un microscope proprement dit. En
examinant ainsi une coupe aprés un lavage, ou
dans le bain décolorant ou de différencia-
tion, ete., on peut constater si I'opération se
fait convenablement ou quelles sont les fautes
a éviler dans la suite.

Relativement aux solutions colorantes, nous
recommandons de placer sur chaque flacon un
entonnoir muni d’un filtre, et de verser au fur et
4 mesure sur ce filtre la quantité de couleur
qui aura servi pour un bain. Laplupart de ces
solutions se bonifient par un filtrage répéte, et
elles peuvent ainsi étre employées tres long-
temps & 'état de pureté compléte. Il en est qui
se bonifient en vieillissant, comme la solution
au carmin-ammoniaque, par exemple. Hors des
phases de travail, les flacons seront bouchés.
Chaque flacon sera étiqueté. I1 est bon de tenir
les solutions colorantes a I'abri d'une Jumiére
trop vive. Il ne faut pas agiter un flacon sans
le filtrer ensuite.

Relativement aux liquides décolorants, nous
ferons observer qu’il ne faut pas laisser une
coupe immergée, tout au moins longtemps
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immergée, dans un bain décolorant ou d’'eau
distillée sans agiter le liquide avec une baguette
de verre, le manche d’une aiguille & disso-
cier, ete.; il se forme souvent des dépots de
particules colorantes microscopiques durant
cet acle sur la coupe, dépots qui ne sont natu-
rellernent pas reconnaissables & 'ceil nu et qui,
a un moment donné, encrassent plus ou moins
la préparation ; en agitant le liquide, sans pour
cela que les vagues provoquées dans le réci-
pient soient trop fortes et que la coupe puisse
en souffrir, on établit ainsi des courants qui
entrainent les particules et qui contribueront
a rendre I'image plus nette. Ce battage de I’eau
doit se faire principalement un instant avant
de sortir la coupe du liquide décolorant. Les
coupes sont d’ordinaire toujours assez colorées:
le plus souvent méme, elles le sont trop. Ce qui
manque, c’est le lavage soigneux, le bain déco-
lorant minutieusement donné. Cet acte est,
nous le répétons, trés important; c’est 1a sou-
vent que git le secret des belles préparations
du 5. N. C. Il faut donc lui vouer tous ses soins
et en controlerles effets sur les coupes en trai-
tement.

Relativement aux récipients dont on se
sert, auges & oiseaux, cupules, soucoupes,
assietles, elc., aux linges qu'on emploie pour
les essuyer, aux doigts de I'opérateur, nous ne
saurions trop recommander la plus rigoureuse
proprelé. Apres chaque manipulation, tout ce
qui a servidoit étre lavé et essuyé A fond, puis
rincé a I'eau chaude ouavec un mélange d’eau
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et d’alcool. Dans la régle, n’employer, comme
instruments n.umllalrea (que ceux qm sont de
bois ou de verre (manches d’aiguilles & disso-
cier, manche d’un scalpel, piquant de porc-
épic, spatule en platine, etc.), telle solution
saltérant au contact d'un métal, et les coupes
en traitement pouvant se tacher irrémissible-
ment sous 'influence des combinaisons que les
métaux (le platine excepté) font naitre en pré-
sence de certains acides ou de certains réac-
tifs.

Relativement au bain de déshydratisation,
une remarque dont on ne tient pas suffisam-
ment compte, en général : Avant le bain, il faul
essuyer a fond le porte-objet qui vient de sor-
tir d’'un liquide aqueux (sans détériorer la
coupe !). Sil'on n’y prenait garde, I’eau qui res-
terait fixée sur le verre diluerait & la longue
'alcool, et celui-ci ne remplirait alors plus sa
tache de déshydratisation; au bout d’un certain
temps, ce ne serait plus de I'alcool absolu, mais
plus ou moins étendu, et, sans se douter de
la cause d'une déshydratisation insuffisante,
incompléte, on irait au-devant de mécomptes
subséquents. Certaines coupes, ou plutot cer-
taines parties de coupes, comme la capsule
interne, les franges du ceryelet, etc., se plis-
sent plus ou moins dans le bain d’alcool el
peuvent alors faire croire & quelque complica-
tion;il n’en est rien cependant, mais ces coupes
necess:ttnt une plus grande quantité d’essence
pour I'éclaircissement et un couvre-objet plus
épais, plus lourd, pour que, sous I’action de la
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pression que le verre exercera sur la coupe, les
parties plissées s’étalent convenablement.

Relativement & l'essence de girofle, qui est
I'agent éclaircissant par excellence etdont I'em-
ploi est d'une grande simplicité, il faut avoir
soin de la filtrer de temps en temps ; lorsqu’elle
jaunit trop, il sera prudent de la remplacer par
de I'essence fraiche.

Relativement au baume de Canada, nous
recommandons de le tenir fluide a point; s’il
s'épaissit, il se répartira inégalement sur la
coupe; il modifie alors aussi 'optique et séche
mal. On le dilue en y ajoutant quelques goutles
de chloroforme; aprés avoir remué le mélange
avec une baguette de verre, on laisse reposer
avant de s’en servir, jusqu’d ce que toutes les
bulles d’air se soient dissipées. Le baume de
Canada doit avoir une consistance sirupeuse
et étre toujours frais, c¢’est-d-dire peu coloré.

Les plaques collodionnées selon Weigert
passent, aprés leur élaboration, dans le bain
colorant, ot le feuillet collodionné, ¢’est-a-dire
lapellicule, se détache aussitot. Des ce moment,
la pellicule est traitée, en somine, comme une
coupe isolée; ou bien aussi on peut découper
les différentes coupes prises dans la pellicule
et ftraiter chacune d’elles a part. Découper
alors les coupes sous 'eau avec des ciseaux.
Ces coupes ne sont pas éclaircies a l'essence
de girofle, mais au carbol-xylol (Voyez méthode
de Weigert).

On peut les monter au Canada. Le bain de
déshydratisation sera donng avec de I'aleool &
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95-96 0/0. Pour les coupes provenant de pla-
ques & la photoxyline, voir systéeme d’Obregia ;
et pour celles traitées en séries suivant le
systéeme des feuillets de papier, voir systéme
de Strasser.

Ce qui précede s’applique aussi bien aux
coupes faites sous 'ean dans le microtome de
Gudden qu’a celles provenant de bloes cel-
loidinés et élaborées au moyen d'un microtome
ordinaire & glissoir. Les coupes celloidinées
seront de préférence transportées d'un bain
dans un autre bain; elles resteront plus long-
temps dans le liquide décolorant ou de diffé-
renciation, plus longtemps aussi dans un bain
de lavage que les coupes non celloidinées, et
elles seront déshydratées dans de l'alcool i
96 0/0.

Le bain d’alecool absolu, si la méthode
colorante en prévoit un, sera de courte durée.
Pour I'éclaircissement, préférer le carbol-xylol
de Weigert ou I'huile d’origan. Lorsquon
colore avec des couleurs d’aniline, il faut avoir
soin d'enlever tout autour de la piéce enrobée
aulant de celloidine que faire se pourra, celte
substance g'imbibant outre mesure de couleur,
ce qui, dans la suite, complique le traitement.

Les coupes provenant de picces paraffinées
sont d’ordinaire trop friables pour supporter
impunément, sans préparation spéciale, les
manipulations que nous venons de mentionner.
En outre, pour que la couleur puisse prendre
convenablement sur les éléments nerveux, il
faut que la paraffine dont les coupes sont
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imprégnées disparaisse de l'intimité des lissus
nerveux. Pour cela, on a proposé diflérents
moyens en vue de fixer la coupe paraffinée sur
le porte-objet, avant de la soumettre au traite-
ment colorant subséquent.

On peut étendre sur le porte-objet destiné
4 recevoir la coupe une mince couche du
mélange suivant :

GElladions:s:. it as et e R . 1 partie.
Essence de girofle.............. 2 parlies.

Apres avoir appliqué et étalé la coupe sur
cette couche, on porte le tout & I'étuve et on
[’y laisse pour 5-10 minules & une température
constante de 60° C. De la, le porte-objet passe
dans un bain de xylol jusqu’'a solution com-
plete de la paraffine. Cela obtenu, on donne un
bain d’alcool & 96 0/0. La coupe passe ensuite
par la série réglementaire des bains d’eau
distillée, bain de couleur, lavage, différencia-
tion, alcool, xylol et Canada.

Ou bien on peut fixer la coupe paraffinée de
la maniére suivante:

Préparer une certaine quantité d’eau albu-
minée (du blane d’ceuf battu dans de l'eau
jusqu’d formation d'une mousse caractéris-
tique). Puis mélanger :

Eau albnminée ...........)

CIVEBII G« oo s sy sis ;lu"’-ll volume .

Iiltrer. On étend une couche mince de ce
liquide sur le porte-objet. Y placer la coupe,
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transporter le tout & I'étuve & une température
constante de 60° C. Le mélange s’y durcit et
la coupe reste collée sur la couche étendue tout
d’abord sur le porte-objet. Traitement subsé-
quent ordinaire.
- Uu bien encore on étend, au moyen d’une
baguette de verre, une couche trés mince
("une solution concentrée de colle-forte dans
de l'alcool, sur le porte-objet préalablement
liede (légérement chauffé sur une lampe &
alcool). On applique la coupe sur cette couche.
On place le tout sur les rebords d’'un récipient
quelconque, auge & oiseaux, cupule, petit
bocal, au fond duquel on aura versé quelques
goultes d'éther sulfurique. On expose 1'objet
aux vapeurs de ce liquide pendant quelques
minutes, puis on place le porte-objet dans
I'étuve & une température constante de 60° C.
Bain de xylol, alcool et traitement subséquent
comme plus haut.

Neelsen (71) propose le moyen suivant; pré-
parer la solution que voici :

D’une solution a parties éga-
les de sucre candietd’ean.
D’une solulion de dextrine
dans de Poau: 4 1/2.....
Elycering il e i e, v o=
Alcgol a 90040 . o oo o Lw. 10 —

aadle.cubes.

Etendre une mince couche de ce liquide sur
le porte-objet. Y appliquer et y élaler alors
la ou les coupes. Transporter le tout & I'étuve
pour 20 minutes. Cela fait, donner un bain de
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xylol jusqu’a solution de la paraffine. Bain
d’alcool absolu. Dans ce bain, le mélange
dextriné(I'alcool s’est déji évaporé dans I'étuve)
se durcit complétement; mais 1l se dissout
dans1'eau; les coupes qui devront étre colorées
dans une solution aqueuse seront done fixées
sur le porte-objet suivant un autre procédé
que celui-ci, et de préférence avec le mé-
lange de collodion et d’essence de girofle.

Ou bien encore : recouvrir la coupe fixée sur
le porte-objet au moyen de la solution dextrinée
aprés le bain d’alcool (qui lui-méme fait suite
au bain de xylol), d'une couche trés mince
d'une solution de photoxylline :

Bhaloxylline i e vite s o 15 parties.
Alcool abgolus . ..o ensns. 106 —
Liber salfurique.. oo o0 . a0 —

Apreés avoir élendu une mince couche de ce
liquide sur la coupe, on laisse sécher i lair
Jusqu’a prise compléte de la pellicule. Lors-
quon transporte alors le porte-objet dans de
I'eau ou unliquide aqueux, le mélange dextriné
se dissout et la coupe reste agglulinée sur la
pellicule de photoxylline. On n’a qu’a détacher
celle-ci de dessus le porte-objet pour la traiter
ultérienrement comme une coupe ordinaire.

Il faut éviter I'alcool absolu, dans lequel la
photoxylline se dissout. Ce procédé convient
pour les colorations a I'hématoxyline et au
carmin, mais pas ou mal pour les colorations
aux couleurs d'aniline.

Pour les coupes de pelites pieces durcies au

T
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sublimé corrosif (Voir I'article Durcissement) el
enrobées d la paraffine suivant un procédé spé-
cial (Voir I'article Enrobement a la para fine),
nous produisons ici' une méthode aussi simple
qu'ingénieuse, inédite encore, invenlée par
Wilassak, pour fixer les coupes paraffinées sur
le porte-objet; nous avons pu en admirer les
resultats au laboratoire de physiologie de
Zurich.

Pendant que la coupe enlevée au petit bloc
paraffiné repose encore sur la lame du micro-
tome, on dépose une goutte d’eau distillée.
préalablement chaullée, sur le porte-objet
a la place que devra occuper la coupe. Au
moyen du pinceau humecté d’eau dislillée
chaude on enléve la coupe de dessus la lame
du couteau et on la place sur la goulle d’ean
chaude qui se trouve sur le porte-objet, préa-
lablement tiédi; on expose le tout, sur les
parois ou le rebord d'un récipient quelconque
contenant de 'eau distillée bouillante (le réci-
pient est placé lui-méme sur un trépied et au-
dessus d’'une flamme de gaz ou d'alcool), aux
vapeurs de cette eau distillée en ébullition. La
coupe s’étale alors (rés rapidement sur le
porte-objet; cela fait, on transporte le porte-
objet,inclus dans une boite en fer-blane, dans
I’étuve; aprés quoi on traite la coupe, c’est-a-
dire le porte-objet, suivant les régles piescrites
pour les coupes paraffinées, xylol, alcool, etc.,
etc. Ce procédé peut s’appliquer aux coupes

1. Avee laulorisation de M. Wlassak, premier as
sistant de 'Institut physiologique de Zurich.
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d’un diametre correspondant & celui de la
moelle allongée d’un chat, d’un oiseau, etc.;
les résultats immédiats qu’il produit sont par-
lants.

(. — SYSTEME DES COUPES EN SERIES.

1° Systéme des plagues en séries de Weigert (20)*

Pour simplifier la manipulation des coupes
et pour permettre une coloration parfaitement
uniforme d’une suite de coupes provenant de
la méme piece ou d’'une succession de coupes
de pieces différentes, Weigert a imaginé le
procédé de plaques ou de pellicules collodion-
nées, par séries non interrompues qui, en tech-
nique, est désigné couramment par le nom de
I'auteur. Ce procédé peut s’appliquer a toute
espéce de coupes, qu’elles proviennent de
piéces enrobées a la celloidine ou non.

[l se décompose en une série d'actes dislinets
que nous énumérons dans I'ordre de leur pré-
paration; la synthése du systéme s’en dégage
sans qu'il soit nécessaire d’entrer dans trop de
détails complémentaires.

a. Préparation des plagues. — On choisit des
plaques de verre dont les dimensions varient
suivant le but auquel elles sont destinées, ¢’est-
a-dire le nombre des coupes qu'on a linten-
tion de traiter sur une plaque ou la grandeur
des coupes en cause.

Pour les grandes coupes, on prendra des
plaques de verre correspondant, par exemple,
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i celles dont on se sert en bactériologie pour
les cultures; pour les coupes moyennes, des
plaques mesurant environ 4 sur 15 centlimeé-
tres, etc. Pour les petites coupes, on peut se
servir de porte-objets ordinaires. Aprés avoir
soigneusement lavé et essuyé une plaque de
verre, on la recouvre d’une mince couche de
collodion ; pour cela faire, étendez sur le
milieu de la plaque une certaine quantité de
collodion, comme le font les photographes
lorsqu’ils préparent leurs plaques humides.
Tenez la plaque trés horizontalement par un
de ses coins, imprimez-lui des mouvements de
bascule, de facon a ce que le liquide s’étende
dans tous les sens, sans déborder cependant ;
puis laissez égoutter !a plaque par un de ses
angles sur le flacon de collodion. On s’y fait
vite. .

Cela exécuté, dressez la plaque pour la faire
sécher, ce qui s’obtient rapidement. On peut
préparer ainsi une plaque immédiatement
avant de s’en servir, ¢’est-d-dire de se mettre
a couper, ou bien faire une provision de pla-
ques seéches que I'on conservera alors & I'abri
de la lumiére, les plaques tenues droites et non
pas posées horizontalement dans une boite.

b. Préparalion des coupes en séries. — Au
lieu d’enlever de dessus la lame du micro-
fome la coupe qui vient d’étre faite, au moyen
d'une épingle, d’une pincette ou d'un pin-
ceau, on la cueille au moyen d'une bande
de papier; ce papier doit étre assez buvard
pour s'imbiber facilemen d’aleool; il doit étre
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transparent quand 1l est ainsi mouillé par
I'alcool, el cependant il doit élre assez résistant
pour supporter, élant mouillé, une certaine
traction exercée sur lui. sans se rompre; pas
de papier buvard ordinaire, mais du papier-
closet (closet-paper des Anglais) dont on se
sert dans les laboratoires d’anatomie patholo-
gique. On coupe ce papier en bandelettes. Cha-
que bandelette doit étre deux fois plus large
que la coupe qu’elle doit enlever.

La coupe repose done sur la lame. On tient
la bandelette légérement tendue des deux
mains et on I'applique sur la coupe, ¢’est-a-
dire sur la lame du microtome, & la place oil
git la coupe, doucement, sans pression exagé-
rée de haul en bas.

On tire a soi de haut en bas et d’arriére en
avant, en suivant 'obliquité de la lame, en tra-
vers de celle-ci, de Lelle sorte que la coupe qui
s'est collée contre le dessous ou le coté infé-
rieur de la bandelette quitte la lame au fur et a
mesure que la bandelette s'en éloigne, et avec
la bandelette. Pour cucillir la premiére coupe,
on applique, ainsi que nous venons de le dire,
lextrémité gauche de la bandelette, celle
qui regarde l'opérateur; la seconde coupe
viendra s’appliquer & la droite de la premiere,
ct ainsi de suite; la derniére de la lignée se
trouvera placée & 'extrémité droite de la ban-
delette. Une bandelelte ne doit Jamais enlever
plus qu’une lignée de coupes, ¢'est-a-dire que,
sur chaque bandelette, il n’y aura qu'un seul
rang de coupes. Le second rang, ¢’est-a-dire la
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seconde bandelelte, se placera sur lassietle i
la droite de la premicre, la troisitme bande-
lette au troisieme rang, 4 la droite de la seconde.
el ainsi de suite. La longueur du rang on de la
série de coupes sur une bandelette ne doit
pas dépasser la longueur de la plaque de verre
destinée & recevoir le rang de coupes. Pour
pouvoir plus tard recouvrir plusieurs coupes
avec un meéme couvre-objet, on fera bien de
repartir dés le début les coupes par petits grou-
pes, correspondant & la 'dimension du fulur
couvre-objet. Ces groupes seront séparés les
uns des autres par des intervalles libres sufli-
sants. Pendant que 'opérateur fait les coupes,
il faut que les bandelettes de papier avec les
coupes qui 8y trouvent soient tenues en cons-
lant état d’humidité. A cel effet, on dispose a
portée de la main droite une assiette plate,
dans laquelle se trouveront superposées plu-
sieurs couches de papier filtre blane, recou-
vertes d’une couche de papier-closet, le
tout convenablement imbibé d’alcool ordi-
naire.

Aprés avoir cueilli la coupe qui vient d'élre
faite, la bandelette est placée sur cette couche
de papier mouillé; elle conserve ainsi elle-
méme le degré voulu d’humidité. Il ne doit pas
vy avoir d’alcool en excés dans lassiette, car
sans cela les coupes pourraient se mettre a
flotter; il en résulterait une confusion compléte
au poinl de vue de 'ordre que chaque coupe
doit occuper dans le rang. Il va de soi que les
bandelettes reposent sur cette couche de
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papier, par leur coté qui ne porte pas les cou-
pes, ¢'est-d-dire les coupes en haut.

Au fur et & mesure de leur fabrication, les
bandelettes viennent s’aligner toujours a la
droite I'une de l'autre sur l'assiette. Il faut
légérement tendre les bandelettes pour les
empccher de goder, ce qui pourrait plisser les
coupes. Elles peuvent ainsi rester plusieurs
heures sur 'assiette, pourvu que le degré d’hu-
midité voulu soil conservé. Ne pas oublier
l'ordre réglementaire : premiére coupe, & gau-
che sur la bandelette ; premiére bandelette, &
gauche sur I'assiette, etc., ete.

c. Application des coupes sur les plagues. —
Ne jamais appliquer plus de deux séries de
coupes, ¢’esl-d-dire deux rangs, deux handelet-
les, sur une méme plaque.

Humecter encore la bandelette. La saisir des
deux mains, en la tendant quelque peu. La
retourner et I'appliquer, les coupes regardant
la plaque de verre, sur la couche collodionnée
de la plaque placée bien d’aplomb, en face de
=0l sur la table de travail.

Tendre encore un peu. Lacher. Etendre
délicatement une mince couche de papier
ordinaire sur la bandelette. Presserdoucement,
¢galement, avec le pouce ou la paume de la
main droite, de ganche & droite, sans mouve-
ments de va-et-vienl, dans le sens de la lon-
cueur de la bandeletle, en fixanl le tout soli-
dement avec les doigts de la main gauche.

Enlever le papier; retirer de droite & gauche
la bandeletle. Les coupes doivent rester fixées
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sur la plaque. La bandelette seule se détache.
S1 les coupes sont encore trés humides, étaler
sur la plaque une feuille de papier-filtre et
presser mollement, doucement, de gauche i
droite. Les coupes doivent étre séches; sans
cela, au moment ou I'on verserait la seconde
couche de collodion, elles glisseraient. Toute-
fois, sielles sechent trop, elles sont perdues; il
y a la un juste milieu qu’il faut savoir saisir.
La manipulation suivante devra done se faire
trés rapidement et suivre immédiatement I'ap-
plication du papier-filtre. On comprend pour-
quol il ne faut transporter qu'un nombre res-
treint de coupes sur la méme plaque: ¢'est
que les soins que réclament un trop grand
nombre de coupes prennent trop de temps ;
entre deux, elles secheraient trop ef seraient
perdues. L’opération réussit parfaitement
lorsque le champ d’action est restreint. I
suffit parfois d’'un mouvement trop lent, d'un
contre-temps pour tout compromettre.

d. Deuxieme couche de collodion sur lesplaques.
— Avant d’enlever la bandelette de dessus la
plaque et déja avant de sécher les coupes au
papier-filtre, on aura ouvert le flacon de collo-
dion et on l'aura placé trés & portée de la
main droite.

Au moment donc ou le papier-filire est
enlevé et qu’on juge les coupes suffisamment
séchées, on saisit rapidement le flacon de col-
lodion et on verse une nouvelle couche du
liquide sur les coupes ou, pour parler plus
exactement, sur toute I'étendue de la plaque,
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qu'on tient comme il a été dit plus haut. On
laisse égoutter la plaque par un de ses angles
sur le flacon, puis on dresse la plaque. On
passe aux bandelettes suivantes, qu'on traite
comme il vient d’étre dit. Quand la couche de
collodion versée sur la plaque est presque
séche, on la numérote avec un pinceau trempé
dans du bleu de méthyléne, qui dans les bains
subséquents ne s’ellacera pas.
Bain de couleur. Bain décolorant. —
Dés que la plaque revétue de sa seconde
couche de collodion commence &4 élre légére-
ment ou presque séche, on peut, ou bien la
plonger de suite dans le bain colorant, ou bien,
S1 pour une raison ou pour une autre on preé-
fére renvoyer la teinture & plus tard, la plon-
ger; en attendant dans I'alcool & 80- HU 0/0 (ce
der mer vaut mmm) Dans le bain r:nlﬂmnt la
masse enliére, c¢'est-a-dire les deux E(}UCI]B::
de collodion I'm'n'lanl; une pellicule & deux
feuillets accolés, entre lesquels se trouvent
prises les coupes, se détache aussitot de la
plaque. Les coupes restent prises dans 'ordre
dans lequel elles ont été fixées sur la plaque
et secolorent entre ces deux feuillels flexibles,
mais résistants, parfaitement bien. On sort la
plaque de verre du bain colorant, en n'y lais-
sant que la pellicule de collodion, Le bain de
couleur, le lavage & I'eau distillée, le bain de
di ﬁueuuatmn ou de décoloration, le bain d’al-
cool, ete., se succedent ici cnmme s'il s’agis-
sail, en somme, d’une seule coupe a trﬂltcr
Les GpuaLmn& sonl facililées par le fait que
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la pellicule au collodion est tenace, qu’elle
n‘adhére pas au fond des récipients dans les-
quels elle passe, de facon qu’il est aisé ou de
la sortir d’un récipient pour la transporter
dans un autre, ou de verser le liquide d’un
récipient pour y en introduire un autre. Apres
le bain de différenciation, qui, dans la méthode
de Weigert, se fait au cyanure de potassium et,
dans celle de Pal, & Ioxalate de potasse, il fauf
laisser tremper la pellicule pendant au moins
une heure dans le bain d’eau distillée, qu’on
aura soin de renouveler méme plusieurs fois.

f) Arrivés & ce point du procédé, nous pou-
vons découper la pellicule sous I'eau, pendant
le bain du dernier lavage, avec des ciseaux, en
isolant chaque coupe ou en réunissant quel-
ques coupes par groupes. Au besoin, pour ce
.faire, on peut se passer d’eau, pourvu qu’'on
ait soin d’étendre la pellicule sur une couche
de papier-closet bien imbibé d’eau. Dans ce
dernier cas, on coupe la pellicule avee le pa-
pier, et les nouvelles bandelettes ainsi obte-
nues se détacheront d’elles-mémes lorsqu’on
les aura plongées dans de I'alcool pour le bain
de déshydratisation a 90-96 0/0.

Il ne faut jamais employer d’alcool absolu.
Pour opérer la transparence des coupes, on
emploiera soit de I'essence de girofle, soil un
mélange de carbol et de xylol; on monte &
volonté.

Les plaques ou pellicules collodionnées selon
Weigert présentent quelques inconvénients :
la couche de collodion adhére quelquefois trop
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fortement au verre de la plaque, principale-
ment lorsque la couche de collodion est tres
mince, de telle sorte qu'un groupe de coupes
peut étre déchiré ou compromis au moment
ol1 on détache la pellicule de la plaque.

On a reproché & ce systéme que la colora-
tion des coupes prises ainsi entre deux feuillels
ne se faisait pas d’'une maniére égale; nous
n'avons pas conslaté le fait. En outre, que la
coloration et la décoloration se trouvaient étre
ralenties. Il se produil souvent des bulles d’air
entre les deux feuillets de la pellicule, qui, si
elles se produisaient sur une coupe, forme-
raient plus tard autant de taches. Enfin, des
particules de couleur adhérent quelquelois sur
les coupes et les encrassent. Ajoutons que la
méthode n'est pas applicable aux coupes pro-
venant de pieces enrobées dans la paraffine.
Ce systéme, malgré les critiques que nous
venons de formuler, n’en rend pas moins de
crands services.

Pour I’éclaircissement des coupes ainsi trai-
tées, Weigert (21) a preserit derniérement le
meélange sulvant :

Acide carbolique pur, cristal-
LIRS ke B s, Bt sl T A 1 partie.
Sy e £ 2 S e R 3 parties,

(Pest & ce mélange qu’on aura done recours
pour obtenir la transparence des plaques.
Pour conserver ce liquide, qui peuat alors servir
tres longtemps, placer sur le fond du flacon
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quile contient un morceau de vitriol (cuprique)
blanc, qu'on aura préalablement chauflé jus-
qu'dincandescence. Lorsque ce morceau bleuit,
on le remplace par un nouveau morceau, ou
hien on le fait chauffer de nouveau, et ainsi de
suite.

2° Systéme des feuillels en séries (coupes paraf-
finées), selon Strasser (22).

& Préparation des feuillels de papier gom-
més et collodionnés. — Oa coupe dans du papier
un peu fort, lisse, consistant, des feuillets d'un
format in-12 généralement; mais ces feuilles
peuvent étre, en somme, de toutes les dimen-
sions désirées. On prend un de ces feuillets et
on l'enduit sur toute I'étendue d’un de ses
cotés d'une épaisse couche de gomme ara-
bique. Dés que cette couche est assez séche
pour qu’elle ne colle plus et que le feuillet
commence a se rouler, on I'étend sous une
presse quelconque en ayant soin qu’il soit tres
a plat et que la couche de gomme ne puisse pas
se craqueler. Il ne faut pas presser trop vite,
sans quol la couche de colle s’agglutinerail &
la presse. Les feuillets doivent étre tres
propres, chaque parcelle de poussiére ou
d'impureté s’incrustant plus tard sous la
couche de collodion. Au bout d'un instant de
pression méthodique, on étend sur la caguhe
de gomme une couche de collodion qui ne
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doit pas étre tres fluide, mais.avoir une cer-
taine consistance.

Celte couche de collodion doit étre trés
¢galement répartie sur toute 1l'étendue du
feuillet de papier. Cette opération s’exécute
facilement en fixant le feuillet, au moyen de
quatre punaises, sur la table de travail ou sur
une planche, la couche gommée en haut. On
verse alors du collodion de consistance plutot
un peu épaisse, sur le milieu du feuillet et on
I'étend rapidement au moyen d'un large pin-
ceau quel’on proméne & droite et & gauche. On
laisse le feuillet dans la position horizontale et
tendu, jusqu'a ce que la masse collodionnée
soit bien fixée.

Il est bon de préparer ainsi 10-15 feuillets
de papier du coup. Le premier feuillet est
sec quand on achéve la série. Lorsqu’un feuil-
let est bien sec, on le recouvre d’un second
badigeon de collodion. Puis, pendant que. la
couche de collodion est encore molle, élastique,
on place le feuillet sous la presse, le coteé
collodionné regardant la plaque métallique de
la presse, ou une plaque métallique qu’on aura
placée sur le feuillet sous presse. Pour conser-
ver les feuillets ainsi préparés, on les tient sous
presse sans serrer.

b. Coupe du bloc paraffiné. Collage des
coupes. — Fixer un feuillet collodionné sur une
plaque de liége, le coté gommé en haut. Sur
le travers du feuillet, étendez une couche,
d’une largeur correspondant au diametre des
coupes, du mélange suivant :
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Colladion st o & B s 2 parties,
Essence de girofle. . .. .. .+.-+« 1 partie,

On applique alors sur cette couche, au fur et
a mesure de leur fabrication, les coupes que
I'on enléve au bloe paraffiné. Cet acte est sou-
vent difficile & exécuter correctement, surtout
pour les coupes épaisses et pour celles qui sont
trés minces, parce que le collet de paraffine
qui entoure une coupe pareille se casse et
seffrite trés facilement. Cest Je moment d’em-
ployerles instruments dont nous avons parlé,
le Schnillstrecker ou élale-coupes. A-t-on pla-
cé une coupe sur le feuillet ou plutét sur la
bande badigeonnée du feuillet, on passe
légérement le doigt sur la coupe, pour l'aider
4 s’étaler convenablement sur la couche en
question. On continue ainsi pour les coupes
sulvantes.

c. lnlévement de la para/fine. Enlévement
de la pellicule collodionnée avec les coupes.
Coloration, etc. — Le feuillet sur lequel on a
ainsi, par raies ou parbandes successives, collé
dans Pordre de leur fabrication un certain
nombre de coupes est placé dans une assiette
dans laquelle on aura versé une suffisante
quantité de benzine, qui a pour tache de djs-
soudre la paraffine, ce qui s’obtient en général
au bout de 15-30 minules.

Cela fait, on étale le feuillet entre des
couches de papier-filtre blane : on I'y séche
de suite, puis, sans que les coupes aient été
exposées au contact de l'air, on les plonge
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(¢’est-a-dire le feuillet) dans de I'alcool & 950/0
fégalement dans une assiette), ou elles ne sé-
journeront que quelques minutes. On séche le
feuillet comme on l'avait fait avant le bain.
Puis on badigeonne de nouveau tout I'espace
occupé par les coupes avec un mdélange de
collodion et d’essence de girofle,de facon a ce
qu'il se produise comme un vernis trés égal et
sans bosselures qui recouvre la série entiere
des coupes.

On plonge alors délicatement le feuillet dans
de I'alcool & 80-85 0/0, dans lequel on le laisse
pendant au moins 15 minutes. Il vaut tou-
jours mieux I'y laisser plus longtemps.

Lorsque la masse de revétement collante
est suffisamment durcie, on peut immerger le
feuillet dans la solution aqueuse ou alcoolico-
aqueuse d’un bain colorant.

Dans une solution aqueuse ou dans
une solution qui ne contient que 1/10¢
d’alcool, la gomme du feuillet se dissout
au bout de 10-15 minutes, suffisamment pour
que la pellicule de collodion dans laquelle les
coupes sont englobées se laisse enlever facile-
ment. Pour n’avoir & traiter que la pellicule
collodionnée dans la procédure subséquente
de coloration, de différenciation, etc., il est
avantageux de l'enlever le plus tot possible,
¢’est-a-dire dés qu’elle commence & se laisser
détacher du fewllet.

Pour la suite des manipulations, on traile la
pellicule comme une pellicule de Weigert ou
comme une coupe 1solée.
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d. Transparence. Montage. — Le traitement
de la pellicule terming (le dernier acte de
presque toutes les méthodes colorantes est
un lavage a l'eau distillée), on la séche rapi-
dement et la transporte dans de I'alcool 3
J0 0/0. Au bout d’un moment, on la plonge
dans de I’alcool absolu, puis dans de la créo-
sote. On monte au Canada. Les coupes qu’on
n’a pas I'intention de monter de suito peuvent
étre conservées dans de I'alcool ou de |a ben-
zine, :

L’auteur engage a traiter suivant le procédé
du papier-gomme-collodion les coupes prove-
nant de piéces enrobées dans la celloidine.
Les feuillets remplaceraient alors Jes plaques
‘de verre. La méthode de I’enrobement 3 la
parafline peut rendre, suivie de ce procédé, de
plus grands services qu’elle n’en a rendu Jus-
qu’ici.

[’auteur recommande, eu égard & I'enro-
bement & la paraffine, de déshydrater les
pieces & enrober dans de I’alcool comple-
tement rectifié, de les imprégner de
chloroforme ou d’essence de bergamote (Gies-
brecht et Biitschli), mais de telle facon qu’un
des cotés de la piéce ne trempe pas dans le
liquide. L'imprégnation se fait mieux et I'en-
robement a la paraffine est plus parfait.

Si I'on emploie pour les coupes traitées sui-
vant ce procédé la coloration hématoxylinique
de Weigert, et si a cette intention la piéce a
6té traitée par les sels chromiques et I'acétate
neultre de cuivre, on verra, au moment du col-
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lage, que, sous 'action de I'essence de girofle,
les coupes vertes ou verdatres se colorent en
brun-jaune. Malgré cela,la coloration de Wei-
gert réussit parfailement.

3° Systéme des plaques en séries d’Obregia (23).

a) Tout d'abord préparer deux solulions.
Solution A. — Faites avec du sucre candi fine-
ment pulvérisé et de I'eau distillée bouillante
une solution de Ja consistance d'un sirop;
puis ajouler, & 30 centimétres cubes de cette
solution, 20 centimctres cubes d’alcool &
95 0/0, puis 10 centimetres cubes d'une solu-
tion sirupeuse de dextrine pure.

Pour faire cette solution de dextrine, ajou-
ter & une cerlaine quantité d’eau distillée que
vous verserez, pour cela faire, dans un tube &
reaction autant de dextrine qu’il en faul pour
obtenir, toul en agitant sans cesse le mélange
et en le chauflant, un liquide transparent de
la consistance d’un sirop. Cette solution se
conserve longtemps. -

b) Comme pour le procédé de Weigert, on
verse une quanlité suffisante de ce liquide sur
la plaque de verre oule porte-objet.qu’on aura
choisi, en lenant la plaque tout A fait horizon-
talement en main, de telle sorte que la‘plaque
soit completement recouverte par le liquide.
Cela fail, on la laisse égoutter par un-angle
sur I'ouverture du flacon A. Pour sécher la
plaque ainsi oblenue, on la place tros a plat
dans un endroil trés sec et a abri de toute

8
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trace de poussiére. Au bout d'un instant, la
plaque sera couverte d’une pellicule transpa-
rente, brillante, séche, ne collant plus qu’au
doigt mouillé. Les plaques préparées de celte
fagon peuvent étre conservées telles quelles
pendant quelques jours. La dextrine empéche
la cristallisation du sucre.

¢) Solution B. — Pour la préparer, prenez :

Photoxylline........x .. 6 grammes,.
Aleool absolu.., ..

Ethﬁf' sulfurique'. aa 100 c. EUI}EEq.

La solution est parfaite au bout d’'une mi-
nute. On laisse reposer et on décante la partie
supérieure du liquide dans un flacon bouchant
a I'émeri. Si I'on ne peut pas se procurer de la
photoxylline, on peut employer du coton cel-
loidiné trés pur, et ce dans les proportions ci-
dessus indiquées pour la photoxylline. Le coton
celloidiné coute moins et il est, en général,
trés soluble. On coupe.

d) Préalablement, on se sera procuré du
papier de soie satiné; ce papier est trés mince
et ne laisse pas sur les coupes des fils qui
génent. Tailler, dans ce papier satiné, une
bandelette de lalongueur du porte-objet ou de
la plaque préparée; couchez-la, le ¢oté satiné
en haut, dans une cuvette ou assiette plate, el
arrosez d’alcool & 95 0/0, de facon & I'humecter
convenablement. Au moyen d'une seconde
bandelette taillée dans le méme papier, on
enléve les coupes de dessus la lame du micro-
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tome, comme il a été dit pour le systéme de
Weigert, et on applique cette seconde bande-
lette sur la premiére, de facon a ce que les
coupes : 1° soient prises entre les deux ban-
delettes, 2 qu’elles soient disposées dans
'ordre dans lequel elles auront .été faites,
comme pour Weigert (premiére coupe & gau-
che sur le rang, deuxiéme coupe & droite de la
premiére). On enléve alors la seconde bande-
lette et on arrange au mieux les coupes sur la
premiére bandelette en les éloignant ou rap-
prochant les unes des autres, isolées ou par
groupes; on les étale convenablement pour
éviter tout plissement, au moyen d’un pinceau
trempé dans de I'alcool; puis on souléve déli-
catement la premiére bandelette, les coupes
en haut, et on Papplique sur une couche de
papier-filtre reposant sur un plan incliné, jus-
qu'id ce que le luisant caractéristique des cou-
pes produit par un excés de liquide sur la ban-
delette commence a s’effacer; & ce moment
préeis, on souléve de nouveaun la bandelette et
on I'applique, les coupes en bas, sur le porte-
objet ou la plague préparée comme nous
I"avons décrit. On étend un morceau de papier-
liltre sur le tout, on passe légérement le doigt
par-dessus, de gauche a droite, et on enléve
finalement la bandelette de papier satiné.

e) Les coupes adhérent alors sur la plague
dansle méme ordre dans lequel elles ont été éla-
borées, la couche de sucre candi dextriné for-
mant un excellent agglutinatif. La plaque resle
posée & plat devant soi sur la table de travail.
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On prend ensuite la solution B et on en verse
sur la plaque de quoi la recouvrir entierement.
en ayant soin de ne laisser égoutter excés de
liquide que trés lentement. Attention de ne
pas verser 'excés de la solution B dans le fla-
con Al Laplaque est laissée posée 4 plat, 4 air,
devant soi pour que la photoxylline acquiére
une épaisseur de couche parfaitement égale,
el jusqu'd ce que le léger trouble laiteux qui
se forme autour des coupes, en suite de 'excés
de liquide, ait complétement disparu. La pelli-
cule de photoxylline est alors formée.

Avec ce procédé, on a moins o redouter le
desséchement subit des coupes, qui leur est
st funeste, que dans le procédé de Weigert, et
ce au moment de l'application de la seconde
couche protectrice de collodion, le sucre candi
gardant trés longtemps un certain degré d’hu-
midité favorable & la conservation des coupes.

f) La pellicule formée, on peut numéroter
les plaques avec un pinceau trempé dans une
couleur & I'huile, le jaune de chrome, par
exemple.

Immédiatement, la plaque est plongée dans
un bain d'eau fraiche; le feuillet de sucre s’y
dissout. Au bout d’un instant, la pellicule de
photoxylline se détache de la plaque de verre:
avec elle, les coupes qui se trouvent prises dans
'intimité méme de la pellicule. Celle-ci est
parfaitement intacte, trés fine, trés résistante
et susceptible de résister & toutes les manipu-
lations subséquentes.

On colore, ete., comme il a été dit pour les
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pellicules de Weigert, avec les restriclions
formulées plus loin.

Avec le systéme d’Obregia, les coupes ne
sont plus claquemurées entre deux pellicules,
comme dans la mélthode de Weigert; elles se
trouvent faire corps avee la seule pellicule & la
photoxylline, de telle sorte que I'opération de
la coloration et de la décoloration ou différen-
ciation se fait plus rapidement, mieux et plus
proprement. La pellicule elle-méme est aussi
moins épaisse. Cette méthode rend des services
signalés pour les manipulations des grandes
coupes, qui, en raison de leur étendue, du
temps qu’il faut mettre & les étaler a chaque
fois, avant, pendant et aprés chaque bain ou
chaque manipulation, sont sujettes & se déteé-
riorer en un clin d'aeil.

Le carmin et 'hématoxyline ne colorent pas
la pellicule de photoxylline. Les couleurs d’ani-
line, qui au reste ne supportent pas toutes les
manipulations de toutes les méthodes et qui
sont attaquées facilement par 'essence de
eirofle, la colorent plug ou moins fortement.
En employant le coton celloidiné & la place de
la photoxylline, cet inconvénient disparait. Ce
systéme convient aussi bien aux coupes pro-
venant de piéces enrobées dans la celloidine
qud celles qui ont été faites sur des pidces
non enrobées. Son grand avantage consiste
¢galem enlen ceci: qu’on peut 'employer pour
les coupes de piéces paraffinées. Pour ces der-
nirgu'u:e cependant,il faudra procéder de la facon
suivante :
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Les coupes sont arrangeées en séries sur la
plaque revétue du feuillet de sucre candi, el au
moyen d'un pinceau.

La plaque passe a I'étuve & une température
de 57-60° C. pour 10 minutes. Les coupes s’y
ramollissent et s'étalent d’elles-mémes sur ce
feuillet, sans se plisser. On aspire alors la paraf-
line fondue avee une double couche de papier
Joséphe, et on passe la plaque soit au xylol,
soit & la térébenthine. Cela fait, on séche la
plaque une seconde fois avec une couche de
papier et on lui donne un bain d'alcool absolu
de quelques minutes. On égoulte rapidement
el on arrose, comme il a é6té dit plus haut, la
plaque avee la solution de photoxylline.

Aprés 10 minutes d’exposition 2 'air, on
numeérote la plaque, ¢’est-a-dire le fenillet supé-
rieur, et on plonge le tout dans de I'eau froide,
oit la pellicule de photoxylline se détache rapi-
dement. Cela fait, on donne le bain de couleur,
celui de décoloration, ete., comme pour les
autres méthodes. Pour le bain de déshydrati-
sation, il faut employer de larges quantités
d’alcool & 95 0/0, puis, sans tarder, opérer la
transparence suivant le procédé au carbol-
xylol de Weigert. Monter au Canada.

1 Systéme de Darkschewitsch (24).

L'auteur a imaginé une méthode relative-
ment simple et facile & exécuter pour élaborer
des séries de coupes et les conserver dans
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'ordre de leur fabrication. Choisissez un
cylindre de verre ou un bocal d'un diamétre
:'“"ll A peu prés a celui des coupes qui vont
etre [faites.

Taillez dans une feuille de papier buvard
blanc des disques ou rondelles correspondant
au diamétre du cylindre choisi, de facon & ce
quils puissent facilement étre introduits dans
le eylindre en question et & plat. Numérotez
les rondelles de papier au crayon etintroduisez-
les I'une aprés 'autre,dans 'ordre de numéra-
tion, dans le cylindre. Remplissez le cylindre
du bocal d’alcool ordinaire.

Lorsqu'une coupe vient d’étre faite, on l'en-
léve de dessus la lame du microtome avec une
de ces rondelles en "appliquant sur la coupe,
comme il a été dit pour la méthode de Weigert.
Ces rondelles, chargées chacune d’'une coupe,
sonlt entassées, la coupe en haut, les unes au-
dessus des autres, dans le cylindre et forment
ainsi comme une espece de colonne. Le numéro
d’ordre d’une coupe doil toujours correspondre
avec celui d’une rondelle de papier.

Les coupes peuvent se conserver longlemps
telles quelles. Veut-on colorer, on laisse écou-
ler 'alcool, on rince le tout & 'eau distillée et
I'on arrose le toul de solution colorante, de
facon & remplir le bocal ou eylindre. On renou-
velle ce mode de procédé pour les lavages ou
les bains subséquents. Pour les derniers actes
des manipulations techniques, on peut sortir
les rondelles, les élaler sur des assiettes et les
traiter isolément ou en commun, jusqu’a ter-
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minaison de la meéthode de coloration choijsie.
Les coupes se détachent des rondelles au
moment vouln.

2° Méthode de Giacomini (5).

A titre de renseignement, nous transerivons
telle que la décrivent Bolles-Lee of Henneguy
la méthode de Giacomini, qui, pour un examen
topographique a I'aide d’un faible grossisse-
ment, peut étre de quelque utilité.

C’estune méthode macroscopique, en somme,

On fait une provision de plaques de verre a
surface trés unie et polie, de dimensions corres-
pondantes a celles des coupes que 'on désire
conserver. On les nettoie comme pour des
opéralions photographiques, de maniére i les
rendre chimiquement et physiquement parfai-
tement propres. On les couvre d’une couche
unie de collodion, comme le font les photo-
graphes; on les laisse sécher sur un plan trés
horizontal jusqu’a ce que le collodion ait pris
une consistance qui lui permette de conserver
Fimpression de l'ongle. On passe alors a la
gélatinisation des plaques.

Ona préparé d’avance une solution & 8-10 0/0
de gélatine parfaitement pure dans de I'eau.
On maintient cette solution a une tempé-
ralure de 50-55¢ C. au bain-marie, dans une
cuvette. On place les plaques dans la gélaline,
la surface collodionnée en haut ; le moment
venu (ce que I'on apprend en constatant que la
couche de collodion ne laisse plus voir de stries
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ni autres inégalités), on sorl la coupe & monter
de Peau distillée dans laquelle elle attendait,
on la porte dans la gélatine ef, avec un pinceau
fin, on la met en place sur la plaque.

On souléve avec précaution la plaque, en
ayant soin de la tenir toujours horizontale, et
on la sort de la gélatine. On la laisse un peu
égoulter et on la met sécher, a l'abri de la
poussiére, sur un plan parfaitement hori-
zontal. Si les coupes sont minces et que la
couche de gélatine ne soit pas épaisse, les pré-
parations seront parfaitement séches en 12-18
heures. On peut estimer qu’elles sont assez
séches lorsqu’elles paraissent toul & fait trans-
parentes et que la gélatine ne se laisse plus
imprimer par i'ongle. Si, pendant qu’elles
sechent, les coupes viennent & n’étre plus cou-
vertes par la gélaline, il faut ajouter une nou-
velle couche de celle-ci, en en versant sur la
plaque.

Les préparations étant bien séchées, on
incise les couches de gélatine et de collodion
sur toul le parcours du verre; on introduit
dans l'incision une lame mince de scalpel et
'on sépare du verre les deux feuillets com-
prenant entre eux la coupe ou les coupes.

Si le verre aété bien nettoyé et la couchede
collodion bien étendue, cette opération n’offre
pas de difficultés. La préparation est alors
terminée, et I'on conserve définitivement les
coupes ainsi montées entre les feuilles d’un
album. Il est bon de prendre du papier un peu
fort et un album un peu lourd, vu que les
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feuillets de gélatine ont de | tendance 4 s’en
rouler,

La grande utilité de cette méthode se trouyy
N ce qu'elle permet d’établip a peu de frais ¢
de conserver dans un espace restreint une
certaine collection (e Coupes de n’importe
quelle étendue; par ce moyen, on peut s’orga-
niser un petit musée sans grands frais. Nous
lerons ‘emarquer que cette méthode permet
d’établir des sérjes parfaitement suivies (e
Ccoupes; Giacomini a pu monter sur une méme
feuille de gélatine 201 coupes du pont de Va-
role.



DEUXIEME PARTIE

METHODES DE COLORATION ET D'IMPREGNATION

La coloration ou tinction des éléments ner-
veux est représentée,au pointde vue physique,
dit Apathy (26), par un dépot extrémement
ténu de fines molécules d'une solution colo-
rante sur les parties constituantes d'un tissu
ou sur des éléments donnés, de forme et de
nature spéciale, d'un tissu. Les molécules colo-
rantes ne présentent pas un volume supérieur
i celul des molécules du véhicule colorant lui-
méme; en d'autres termes, la couleur continue,
en déﬁmtwe 4 demeurer & I'état de SDlul,mn
(’est la raison pour laquelle les éléments ner-
veux colorés peuvent acquérir une transpa-
rence vitreuse presque parfaite par l'acte de
I’éclaircissement.

L’imprégnation proprement dite (m eétallique)
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est un proeédé en suite duquel nous pouvons
différencier de certains territoires d’un tissu,
de certains éléments de co tissu, d’avec les
territoires ou les autres éléments circonyvoi
sins, grace 4 la formation de nombreux préci-
pités granuleux, trés serrés et reconnaissables
au microscope. Plus les précipités seront fins,
abondants et réguliérement lixés, c’est-A-dire
localisés sur des éléments donnés, plas I'im-
prégnation seraréussie. Les espacesimprégnés,
c'est-d-dire obstrués par les précipités, restent
alors opaques (noirs ou noir-gris) et ne sont
pas susceptibles d’¢tre éclaircis; il ne se produit
pas de transparence des éléments imprégnés.
Entre ces termes extrémes, coloration d’une
part et, de l'autre, imprégnation métallique,
se lrouvent des degrés ol I'on peut constater
quune imprégnation s’accompagne de tinction
des tissus, comme dans de certaines méthodes
a lor, ou bien que la coloration va de pair,
tant son action est profonde, intense, avec
une véritable saturalion (sans précipités) de
matiere colorante des tissus, comme dans les
méthodes & la saffranine, & de certaines cou-
leurs d’aniline, par exemple. Mais, dans cescas,
Iimprégnation colorante est indépendante de
la tinetion proprement dite, elle n’est pas cher-
chée, elle doit étre considérée comme un acte
concomitant génant, inutile et doit étre, autant
que possible, évitée, puisque ce n’est pas une
imprégnation, mais une coloration des élé-
ments qu'on a en vue dans ces cas (26).
D’autres fois, la tinction est doublée d'une
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combinaison particuliére qui se produit entre
les molécules colorantes, d’une part, et telle
substance des tissus,d’autre part, comme nous
pouvons le constater dans les procédés de
coloration des gaines & myéline. Il se produit
ici comme un nouveau corps, une espéce de
laque par pénétration des substances albumi-
noides, ou des combinaisons obtenues par les
sels chromiques et les substances albuminoides,
sous le dépot des molécules colorantes (héma-
toxyline). Cette néoformation par pénélration
des molécules colorantes pourrait, a vrai dire,
passer aussi pour une quasi-imprégnalion,
mais qui diflérerait d'une imprégnation réelle
par le fait qu'il ne se produit pas de précipités
(métalliques), mais bien des amas de molécules
colorantes en solulion, qui se sont progressi-
vement et jusque dans les plus fines ramiflica-
tions des éléments en cause, entassés dans les
espaces interstitiels.

Quoiqu’il ne soit pas facile, théoriquement,
de séparer absolument ce qui est le fait
exclusif d’une coloration ou d’une tinction,
d’avec les quasi-imprégnations (non métalli-
ques) ou les combinaisons de néoformalion
(laque),nous croyons cependant devoir réserver
le nom d’tmprégnation pour l'imbibition des
¢léments par des sels mélalliques avec forma-
tion de précipités opaques intentionnellement
obtenus. Nous appellerons les quasi-imprégna-
tions accompagnées de coloration des éléments
et susceptibles d’éclaircissement des pseudo-
tmprégnalions.
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Une linction avee combinaisons intersti-
lielles localisées, telle que nous la constalons
dans les méthodes qui prévoient la formalion
de la laque dont nous parlions, est pour nous
une coloration massive. Nous donnerons le
nom de coloration élémentaire a la tinclion
moléculaire, simple, des éléments isolés.

Au point de vue pratique, et en nous repor-
tant a ce que nous disions plus haut en par-
lant des coloralions relativement a lacte ‘du
durcissement, nous pouvons faire rentrer Jes
données qui précédent dans notre premiére
classification des méthodes de coloration et
formuler leur groupement synthétique de Ia
facon suivante :

1°r groupe. — Méthodes de coloration simple
ou élémentaire ; tlinetion moléculaire. Mé-
thodes de coloration des cellules avec leurs
prolongements nerveux (cylindraxes). Agents
colorants : carmin, couleurs d’aniline et leurs
composés, ou les combinaisons de ces subs-
tances colorantes.

II* groupe. — Méthode de coloration massive ;
linction interstitielle ; néoformation par com-
binaisons dans les espaces interstitiels: laque.
Méthodes dont la procédure consiste i colorer
les gaines & myéline. Agent colorant : I’héma-
loxyline. Méthodes de Weigert, de Pal, etc.
Accessoirement, d’autres agents colorants,
mais sans formation de laque (Exner, Bellonci).

I1I* groupe. — a) Quasi-imprégnations par
saluralion de maliére colorante, sans préci-
pités. Méthodes qui se sont donné pour tache
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datteindre & la fois la coloration des gaines
et des cellules, présentant souvenl des combi-
naisons entre les méthodes des aulres groupes.
Agents: sallranine, galléine, fuchsine acide, elc.
Méthodes mixles, en un mot.

b) Pseudo-imprégnalions avec coloration
des éléments, sans précipités, susceptibles
d’éclaircissement, présentant le caractere de
I'imprégnation. mais avec coloration des Lissus.
Méthodes a or, au palladium, etc.

Ve groupe. — Imprégnalion métallique. Pré-
cipités opaques, non susceptibles d’éclair-
cissement, métalliques dans Pintomité  des
éléments histologiques. Méthodes fondamen-
tales de Golgi. Agents : sublimé, nitrate d’ar-
cent; modilications apportées a ces méthodes
par d’autres auleurs.



CHAPITRE V

Coloration des cellules avec leurs
prolongements.

(£°* groupe.)
A. — MirtHODES AU CARMIN ET SES COMPOSES.

Robin (1) a dit, d’autres ont répété apres lui
que « le carmin a ’état de dissolution est 'agent
de coloration par excellence . Jusque-li, nous
sommes d’accord ; mais, quand ce savantajoute
dans son 7raité de microscopie, page 245: « On
peut colorer par le carmin soit des objets frais,
soit des objets durcis par I'alcool et par 'acide
chromique ou par quelque autre moyen »,
et plus loin: « Il faut remarquer que, dans ces
cas, mieux vaut I'alcool que 'acide chromique »,
nous sommes forcé de protester. Ainsi que
nous l'avons dit au sujet du durcissement, les
pieces destinées & fournir des coupes conve-
nables au carmin ne doivent pas étre durcies



COLORATION DES CELLULES & PROLONGEMENTS 119

3 'alcool. Il est certain que les piéces ayant
séjourne, plus forte raison durei dans 'alecool,
fournissent des coupes qui, mises en contact
avec le carmin, se colorent mal ou infiniment
moins bien que celles qui proviennent de pieces
durcies au bichromate de potasse.

Les solutions de carmin, additionnées forte-
ment ou faiblement d’alcool, colorent égale-
ment moins bien que les solutions aqueuses.
" Cest |4 une vérité qui résulte de nombreuses
observations bien faites, de soigneuses expé-
riences exéchitées partout et dont, pour ce
qui nous concerne, nNOus avons toujours pu
confirmer le bien fondé. Aussi, reprenant
'axiome de Robin, en le modifiant, nous
dirons : que le carmin & I'élat de solution
aqueuse est l'agent de coloration par excel-
lence pour colorer les cellules nerveuses
avec leurs prolongements (cylindraxes).

On lit, dans tels traités de technique micros-
copique, qu’il suffit de quelques minutes d’im-
mersion dans une solution trés chargée de
carmin pour colorer des coupes. C'est la une
erreur contre laquelle nous devons nous élever,
car elle est la cause de découragements nom-
breux lorsqu’on débute dans la coloration des
coupes du S. N. C. Sans doute, la coupe est
colorée dans ces conditions, mais comment?
Examinez-la avec un grossissement méme
faible ou moyen, que verrez-yvous? Des amas
de couleur, et voild tout; en cherchant &
examiner des cellules, des cylindraxes, vous
constaterez que celles-1a sont encrassées, irré-
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guliéres, bosselées, que ceux-ci sont invisibles
ou & peine visibles, et qu’il est impossible ni
de les isoler les uns des autres, ni de les suiyre
dans’ leur parcours. De pareilles coupes ne
supportent pas I'examen au grossissement fort
et sont tout & fait impropres pour I’étude.

Pour que la coupe se colore réguliérement,
exactement et dans tous ses détails, il est de
toute nécessité qu’elle soit mise un long temps
durant en contact avee la solution carminée ;
OT, pour ne pas s’exposer i avoir des prépara-
lions surcolorées, qui, dans la suile, ne se
(décoloreront que mal et dont les éléments
histologiques manqueront de finesse et de
clarté, il s’ensuit que, pour obtenir de belle ;
images, on ne doit employer que des solutions
faibles. C'est ce que Pexpérience journaliére
prouvera. Ceci s’applique, au reste, aussi aux
autres agents de coloration que le carmin, la
nigrosine, 'aniline blue-black, ete.

Certaines piéces se coloreront mieux que
d’autres (28); il en est dont les coupes se
comporteront différemment au contact du
carmin, que la solution soit plus ou moins
fortement diluée; l'essentiel est de toujours
débuter par une solution faible. Dans la regle,
les solutions au carmin ne doivent pas étre
additionnées de substances étrangéres. Il n’est
pas absolument nécessaire de boucher les
flacons qui les contiennent: un entonnoir
garni d’un filtre peat suffire pour empécher
les poussiéres de les altérer. En général, les
solutions de carmin (carmin-ammoniaque) se
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bonifient en vieillissant, pourvu qu’elles soient
couvertes et filtrées de temps en temps. On
aide & leur conservation en ajoutant quelques
brisures de camphre dans le (lacon, ou bien
quelques gouttes de phénol & P'eau qui lixe le
(iltre sur Pentonnoir.

Les piéces destinées a fournir des coupes ad
colorer au carmin doivent durcir dans un
liquide de bichromale de potasse. Le durcisse-
ment obtenu, la piéce passe dans de l'ean
distillée ou ayant bouilli, pour un temps plus
ou moins long. L'eau sera renouvelée chaque
jour d’abord, puis aussi longtemps qu’elle se
colorera en jaune. L’emploi de I'eau tiéde
comme bain détergeant accélere I’élimination
des sels chromiques.

La picce est alors enrobée dans le microtome
de Gudden, pour étre coupée sous I'eau. Pour
la couper au microtome ordinaire, on la fixe
<ur un bouchon et on enrobe dans un mélange
de deux parties de cire et trois parties d’huile
de ricin (cadre métallique). De celle facon aussi
on peut opérer des séries non interrompues.
On peut la couper telle quelle en la fixant sur
un bouchon au moyen de quelques goutles de
paraffine fondue.

Forel (27) dit que, « pour produire des pré-
parations microscopiques parfailes, la solution
de carmin doit teindre énergiquement les
novaux de la substance cérébrale, les cellules
canglionnaires avec leurs prolongements, le
prolongement nerveux des cellules el les eylin-
draxes des fibres nerveuses. La substance
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intermédiaire doijt étre teinte en rouge clair
seulement, soit en rose. Les gaines 2 myéline
des fibres nerveuses resteront blanches, inco-
lores ou ne seront colorées en jaune que
presque imperceptiblement. Les noyaux et |es
nucléoles des cellules doivent étre plus forte-
ment colorés que le protoplasma. Si la solution
employée est vraiment bonne, ce dont on
s'assure par des essais laits, des le début, au
moyen d’une solution progressivement ren-
foreée ou diluée, les caractéres de coloration
tels que nous venons de les énumérer devront
ressortir avec netteté sup loutes les coupes
d’'une méme série, et plus particuliérement les
cylindraxes devront ge détacher nettement
non seulement de leurs congénéres d’'un cali-
bre dillérent, mais aussi de leur propre gaine
a myéline. En employant I'alcool comme agent
de durcissement, les coupes et plus spéciale-
ment la substance intermédijajre serontcolorées
trop intensivement, les cellules trop peu et
irrégulicrement.

Ajoutons encore que c’est I'essence de giro-
fle qui donne les meilleurs résultats pour
obtenir une lransparence satisfaisante. La
térébenthine gate Ia préparation et rend la
coloration diffuse. Les coupes au carmin, pour
lesquelles on a employé de I'eau non distillée,
56 couvrent souvent, au bout dun certain
temps, de petits cristaux de chaux, qui les
gatent. Il vaut mieux pour les monter em-
ployer le baume de Canada dissous et,d 'occa-
ston, dilu¢ avee du chloroforme, que la résine
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de Damar. Les coupes seront toujours cou-
vertes d’un couvre-objet.

1. Méihodes au carmin-ammoniaque
a) Selon Gerlach (29).

Si ce n’est le premier, tout au moins un
des premiers, Gerlach a employé le carmin-
ammoniaque pour colorer les coupes du S. N.
Ly

La solution recommandée par cet auteur est
la suivante :

Carmipn trés pur eb tres
finement pulvérisé.....
Liqueur d’ammoniaque

CaUSLIQUR . oot | !
Bow disfillée, . ..copoii0-- 50-100 parties.

s aa | partie.

Méler rigoureusement et laisser le récipient
qui contient le mélange, sans le couvrir, exposeé
A I'air pendant 24 heures, de facon & ce que la
plus grande partie de 'ammoniaque employé
puisse s'évaporer facilement.

Filtrer et couvrir la solution. Moins la solu-
tion contiendra d'ammoniaque libre, moins
elle attaquera les tissus. Il faut la renouveler
de temps en temps, parce qu’'elle se couvre par-
fois de moisissures.

Pour colorer, faire différentes solutions de
ce liquide, en prenant de I'eau distillée et en
procédant volumdétriquement. Eliqueter les
solulions.

9.
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1> La coupe faite est lavée A I'ean distillée,

2° Elle passe dans le bain colorant. La coupe
ne doit pas flotter sur le liquide, mais étre
immergée parfaitement. Avec unoe solution
moyenne, durée du bain : 12-18-24 heures,
sulvant I'épaisseur de la coupe el la réceptivité
de la piéce. Plus une coupe sera mince plus
longtemps elle devra rester immergée dans la
couleur.

3° Lavage & I'eau distillée; le bain doit otre
donné soigneusement, i défaut de quoti elle se
souillerait dans le bain suivant, en 'y couvrant
de petits dépots granuleux de carmin. Les cou-
pes colorées au carmin ne rendent leur exces
de couleur que lentement ; ce bain ne sera
done pas écourté. Changer 1’ean tant que celle-
ci se colore en rouge.

4* Bain & I'eau acidifiée par de 'acide acé-
lique (environ 30 gouttes d’acide pour 300-
500 centimétres cubes d’eau distillée). La durée
de ce bain est variable el dépend aussi des
particularités inhérentes aux piéces. En géné-
ral, 20 minutes sulfisent quelquefois, 30, 50,
60 minutes ne sont pas de trop. Cet acte doit
clre controlé au microscope de Nachel , surtout
au début d'une série. Ce bain a pour but de
lixer la couleur sur les éléments.

5 On peut déshydrater de suite ou laver
préalablement & I'eau distillée ; quoi qu'il en
s01L, on aura placé la coupe sur le porte-objet,
d'une facon ou de I'autre, avant le bain d'al-
cool.

(° Bain d’alcool. Durée : 20 minutes en
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moyenne. Les coupes colorées au carmin peu-
vent séjourner longtemps dans l'alcool une fois
teintes.

7° Essence de girolle.

8 La transparence obtenue, monter au
baume de Canada.

Cette solution colore les noyaux et le proto-
plasma des cellules, les cylindraxes et faible-
ment la névroglie. Elle laisse les gaines & myé-
line intactes et ne colore pas les éléments
graisseux, lamineux et muqueux.

b) Selon Fritsch (31).

Préparer une solution saturée du meilleur
carmin rouge dans une quantité voulue de
liqueur d’ammoniaque caustique. La solution
doit se faire dans un récipient & large ouver-
lure et n’étre couverte que d’'une mince couche
de papier de soie.

On la laissera reposer telle quelle pendant
8 jours. Au boul de ce temps, on décante le
liquide, en ayant soin de ne pas entrainer le
dépot qui se sera formé au fond du récipient.
Le liquide décanté est recueilli dans un flacon
(quon bouchera légérement et qu'on laissera
reposer, sans l'agiter, pendant un mois. Cette
solulion sera la solulion mére.

Pour teindre, on prend :

pan digtillée; . ... 0020 100 ¢. cubes.
De la solution mere.,..... 10 goultes,

M.
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1> La coupe passe dans I'eau distillée,

2° Dans le bain colorant pour 24 heures.

3> Lavage a I'eaun distillée pendant 24 heures.

4° Bain d’alcool ;

o° Traitement subséquent comme plus haut
(essence de girofle, Canada). Cette solution se
conserve longlemps. Il est bon cependant d’y
ajouter de temps en temps quelques gouttes
de la solution mére. Plus celte solution est
fraiche, plus la- coloration des coupes se fait
bien, ce qui s’explique par le fait quiil s’y
forme du carbonate de carmin qui prend bien.
Ells ne colore pas la celloidine. Les prépara-
lions présentent une coloration fine, nette et
la conservent bien.

¢c) Selon Stohr (2).

Dissoudre dans :

Ean dishille. ... ... covecrn 50 e. eubes.
Metlleur carmin <= . 1N

Cette solution doit se faire & froid. Ajouter :

Liqueur d’ammoniaque caus-
o v - A S NES A e s BiCcrbes,

M.

Laisser le liquide exposé & l'air jusqu’a ce
qu’il ait perdu toute odeur ammoniacale, ce
qui demande, en général, 3 jours. Filtrer.

Le liquide présente une belle coloralion
rouge-cerise, mais il prend une odeur nauséa-
bonde, qui ne nuit en rien ni au pouvoir colo-

T = 8
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rant de la solution, ni & sa conservation.

Les coupes colorées au moyen de cette solu-
tion sont traitées comme celles au carmin-
ammoniaque de Gerlach.

d) Procédé selon Honegger (32).

Une autre bonne méthode pour préparerune
bonne solution de carmin consiste dans le
procédé suivant : Broyer une certaine quanli-
16 de carmin Lrés pur dans un morlier de terre
ou de porcelaine, avec juste assez de liqueur
d’ammoniaque caustique pour que le mélange
bien trituré forme une pate épaisse. Etaler cette
pite sur les parois du mortier, & I'air, et laisser
sécher le tout, aprés avoir eu soin de répartir
bien également la pate de facon & ce que celle-
¢i ne forme partout qu'une crotite peu épaisse.
Lorsque celte crotte serabien séche, la broyer
de nouveau trés a fond, jusqu’a ce que l'on
obtienne une poudre tout & fait impalpable.
Cette poudre reste exposdée & l'air pendant
environ 24 heures. Recouvrir le mortier d’'unc
espece de dais de papier pour empécher les
poussiéres de souiller le carmin, mais ne pas
couvrir. Broyer de nouveau. Prendre ensuite
une quantité voulue de cette poudre, la dis-
soudre & [roid dans une certaine quantité d’eau
distillée, en préparant ainsi des solutions
exaclement titrées.

] 'Erailunmnl. comme pour la solution de Ger-
ach.
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1. Méthode au carmin-borazx (GRENACHER) (30).

Mélanger dans une coupe en porcelaine :

Garmine it ol e 0 gr. 50
BOTHX: o oo s bt e it 2 gr.
Eau distillée........... ... 100 —

Chaufler le mélange, en le remuant cons-
tamment, jusqu’a ébullition. Tout en remuanil
le liquide intensivement colore en rouge-bleu,
ajouter goutte a goutte de Facide acélique
dilué (environ 3 0/0), jusqu'a ce qu’il se pro-
duise un virage de la couleur et que le liquide
presente franchement la coloration ordinaire
d’une solution de carmin-ammoniaque.

Laisser reposer le liquide pendant 24 heures,
décanter soigneusement sans troubler et fil-
lrer. Pour favoriser la conservation du liquide,
ajouter quelques gouttes de phénol.

1° La coupe faite passe dans de I’cau dis-
tillée.

2° Puis dansle bain colorant, ou elle se tein!
assez rapidement d’'une maniére trésintensive.
La coloration est diffuse cependant, et la coupe
serait inulilisable sans traitement complé-
mentaire.

3° Plonger la coupe dans une cupule con-
tenant la solution suivante :

Acide chlorhydrique..... oo A gr.
e o) R e s A S .H'J —
Eau digbillae: oo et o an 30—

M.
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L’effet obtenu dans le bain précédent change
4 vue d’eil. La coupe rend immédiatement
une partie de la couleur qu’elle contenait en
exces, en senveloppant d'un nuage rouge.
Durée de ce bain : 1/2-1 minute.

4° Lavage A I'alcool acidulé :

Acide chlorhydricque......... 1 partie,
Alcoola70 0f0........oc0vsss 100 parlies.

M.

3 Lavage a fond dans de l'eau distillée.

(° Bain d’alcool absolu.

70 Traitement subséquent & l'essence de.
girofle et au baume de Canada.

Cette solution colore les noyaux d'une facon
intense; mais, sous I'action de l'acide chlorhy-
drique, le proloplasmades cellules se gonfle et
les préparations ne sont pas exactes. En outre,
les préparations ne se conservent pas bien. En
diluant la solution et en laissant les coupes
plus longtemps dans le bain de couleur, on
obtient parfois des colorations plus conve-
nables : mais, somme toute, cette méthode ne
vaut pas celle au carmin-ammoniacue.

1. Méthode au carmin-cochenille-alun
(Czoxonr) (30).

Mélanger :

AN G v el nty e
Cochenilles finement pulvé- } aa 1 partie.
k(i L N L

Bau dislillée . . veive,vsaans. 100 parties.
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Chauffer et continuer a bouillir jusqu’a ré-
duction de la moilié du volumne primitif.
Ajouter un peu de phénol. Filtrer.

1° La coupe faite est lavée 4 J'ean distillée,

20 Elle passe pour 24 heures dans le bain
colorant.

3° Lavage & I’eau distillée.

4° Bain de déshydratisation.

5° Traitement comme plus haut, essence de
girofle, Canada.

L'action colorante de cette solution est a
peu de chose prés la méme que celle du car-
min-alun. Les cellules et les cylindraxes sont
assez nellement colorés; les premiéres présen-
tent une teinte plutot violette, les seconds
plutot rougeitre.

IV. Méthode au carmin-alun (GRENACDER) (30).

Préparer une solution faible et une solution
forte.

Pour la premicre, prenez 1 gramme, pour la
seconde 2 grammes de carmin; ajouter pour
chaque solution :

D’une solution d’alun & 5 0/0....100 ¢. cubes.

Chauffer ; laisser bouillonner pendant 20
minutes ; continuer & tenir sur la flamme, sans
ébullition nouvelle, pendant 1/2-1 heure. Lais-
ser refroidir, Filtrer.

1° La coupe faite est lavée a I’eau distillée.

2°Immersion d'environ 2 heures dans le bain
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colorant. Lorsque la solulion est diluée, le bain
durera plus longtemps.

3° Bain d’eau distillée.

ke Bain de déshydralisation.

5 Essence de girofle et Canada.

Les cellules, mais plus particulierement les
noyaux, sont colorées en rouge-violet.

V. Méthode au carmin-uranium (ScuMaus) (31).

Cette méthode se préte avant tout aux
pidces qui auront été enrobées a la celloidine,
que celte solution ne colore pas.

Les picces destinées a celte coloration doi-
vent avoir durci dans le liquide de Miiller. Les
résultats qu’elle fournit au point de vue de la
coloration des cylindraxes sont bons.

Broyer dans un mortier :

Carbunate de carmin. ........... JCogrr
Avec :

Nitrate d’uraniom............... §j2 gr.
Ajouter:

Ean distillées. - - ooveoiis s 100 gr.

Mélanger intimement et porter le tout sur le
feu. '
Chauffer pendant 1/2 heure. Laisser refroi-
dir. Filtrer.
1° La coupe faite est lavée & I'eau distillée.
2% Bain colorant; durée : 15-20 minutes.
3° Lavage & 'eau distillée.
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4° Bain d’alcool,
5 Essence de girofle ef Canada.

VL. Méthode av carmin-tithine (Orrn) (30).

Dissoudre :

Carinim, . i d 8 s 2 parties 1/2
Dans solulion aquense
saturée de carbona-
te de lithine ..,... 1w —
M.

1° La coupe passe dans de Peau distillée.

2° Puis dans |e bain colorant, oii elle ne
reste immergée que 2-3 minutes.

3¢ Laver la coupe pendant 4/2-1 minute dans
I"alcool suivant :

Acide chlorhydrique. , .. 1 partie.
Aleool a 70 040.......... 100 parlies.

4° Lavage soigneux dans de I'eau distillée.

2% Bain d’alcool. Essence de girofle, Canada.

La méthode est simple. Les coupes ne sont
pas surcolorées, puisque, au moyen d'un bain
un peu plus prolongé dans I'alcool acidifié, on
peut faire disparaitre ’excés de couleur. Sur
des préparations obtenues ainsi, il faudra tenir
compte de laction exercée sur les éléments
herveux par I'acide chlorhvdrique. En ajoutant
i la solution lithino-carminée 2-3 parties d'une
solution saturée d’acide picrique, on obtient
une solution piero-lithino-carminée qui, em-
ployée comme la solution picro-carminée, per-
met une coloration double des éléments.
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VII. Méthodes au picro-carmin.
a. Selon Ranvier (30).

Faire la <olution suivante de carmin-am-
moniaque :

Bl Fipe] s
Carmin vovuvvunneeieiiieees E @1
AMMONIAGUE o voeevnassasues

Baar Qisbillee s sl snsitai 50 —

M.

Prendre de cette solution : 1 partie; y ajou-
ter lentement et en remuant continuellement
le mélange, toul d'abord par pelites quan-
lités, puis goutte & goulte, 2 & 4 parties
d’une solution saturée d’acide picrique, et ce
jusqu’a ce que le précipité qui se sera formé
au début de Popération et qui disparait de
nouveau lorsqu’on agite le liquide ne se dis-
solve plus en agitant la solution. Plus la quan-
tité d’ammoniaque sera grande, plus il fandra
ajouter de solution picrique. Filtrer et ajouter
2-3 gouttes de phénol par 100 centimeétres
cubes de solution. Si le liquide se trouble dans
la suite, ajouter une ou deux goultes d’ammo-
niaque; cela suffiva pour elarifier de nouveau
la solution, qui est d’'un emploi trés pratique.
Le liquide produil, aprés un temps plus on
moins long (quelques minutes d’immersion
suffisent quelquelois), une coloration double de
la coupe qu’on veul colorer ainsi. Les noyaux
se colorent en rouge vif, les substances proto-
plasmiques en jaune plus ou moins intense, les
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substances du tissu conjonctif en rose pile.

Cette différence dans la coloration s’accentue
encore lorsque, aprés le bain de couleur, on
passe la coupe dans de la glycérine acidifiée

Acide chlorhydrique....... : 1 gr.
B o i e e R 100 —

M.

La solution picro-carminée colore parlicu-
licrement vite et énergiquement lorsqu’elle
contient encore un peu d’ammoniaque libre,
et, dans ce cas, c¢’est la coloration rouge qui
domine.

Sous l'influence du bain de glycérine acidi-
fice, la matiére colorante rouge est ¢liminée
(plus ou moins) des substances protoplasmique
et intermédiaire, de sorte que c¢’est alors la
coloration jaune de l'acide: picrique qui pré-
vaul; mais, en' méme temps, la matiére colo-
rante rouge se fixe dans les noyaux. Il faut
remarquer, en outre, que la coloration rouge
est stable ; que la coloration jaune, par contre,
disparait plus ou moins promptement. Pour
conserver cetle coloration jaune dans les pré-
parations traitées par cetle méthode, il est bon
d’ajouter aux liquides employés une certaine
quantité d’acide picrique, de facon & colorer
ces liquides en jaune.

Pour ne pas faire de répétitions, nous indi-
quons ce procédé spécial, ainsi que le traite-
ment subséquent des coupes colorées de cetle
facon, sous la rubrique suivante :
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b. Selon Stohr (2).

préparer la solution qui suit :

Eau distillée.......... . 50 c. cubes.
Licquenr d’ammoniaque
caustique...oooeeean.s 5o—

Mélanger et remuer avec une baguette de
verre. Toul en remuant le liquide, ajouter :

BATINING <5 woe v s bielggies oie s i gr:

Continuer A remuer jusqu’a dissolution du
carmin. La solution obtenue, ajouter :
D’une solution agueuso

saturée d’acide picri-
UE , . i sonssis sinman 50 e. cubes.

M.

Laisser le tout & Vair dans un récipient &
large ouverture, pendant 2 jours environ, en
tous les cas jusqu’d évaporation compleéte de
ammoniaque ; puis filtrer.

1° La coupe est lavée a I'eau dislillée.

90 Immersion dans le bain de couleur. Durée
du bain : 1 heure en moyenne.

3o Lavage dans de la glycérine acidifice
(acide chlorhydrique) a 1 0/0 et colorée en
jaune par addition d'un peu d’acide picrique.
Durée du lavage : 1/2 heure.

4° Lavage durant 5 minutes & 'eau distillée
colorée en jaune avec de I'acide picrique.

5° Bain d’alcool absolu jauni au moyen d’une
quanlité d’acide picrique.
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6° Essence de girolle.

1° Canada.

lin jaunissant ces liquides, les éléments pro-
toplasmiques restent colorés en jaune, le tissu
conjonctif en rouge (rose), les noyaux sonl
I'1*unc[1011m11[ rouges, quelquefois brun rouge.
Les lissus ayant subi la dégénérescence hya-
line ou colloide prennent également une teinte
Jjaune. L'essentiel pour appliquer ce procédeé
est d’avoir & sa disposition de acide picrique
tres pur ou une solulion picro-carminée parfai-
tement sire.

Les méthodes que nous venons d’indiquer
ne conviennent guére que pour la coloration
des coupes isolées. Pour les séries, on n’em-
ploiera guére que celles an carmin-ammo-
niaque. Nous répétons qu'une coloration, pour
¢tre bonne, doit se produire lentement:
cependant, lorsqu’on est pressé ou qu'il s’agit
de n’examiner que quelques coupes, on peut
activer I'acle de la coloration en transportant
le récipient qui contient le bain colorant dans
une étuve & une température ne dépassant pas
35-40° C. (couvrir le récipient). La couleur
mord plus rapidement. La quantité de couleur
employée ne sera pas versée de nouveau dans
le flacon qui la contenait.

Henle et Merckel (33) onl conseillé le procéde
suivant, pour activer la coloration au carmin :

1° La coupe est lavée & I'eau distillée.

2° Puis, pendant 10 minutes, elle est im-
mergée dans une solution de chlorure de pal-
ladium & 1/500. En sortant de ce bain,la coupe
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ost colorée vivement en jaune el passe telle
quelle dans :

3o La solution carminée. Peu de minutes
aprés son immersion dans la couleur, elle est
colorée en rouge vil.

4° Lavages répétés al'eau distillée.

5° Bain de déshydratisation. Essence de gi-
rofle, Canada. Les gaines & myéline sont jau-
nes ; la névroglie, les cellules nerveuses sont
colorées en rouge.

La coloration rouge, plus ou moins dilfuse,
de la névroglie est quelquefois génanle dans
les préparations colorées au carmin. Pour
remédier & cel inconvénient, Ranvier a pro-
posé le procédé suivant :

Apres le bain de carmin, les coupes passent
dans le mélange qui suit :

Aeride TotInIgRe. o i i an s 1 partie.
Rlcook -t i S st s 2 parties.

M.

Elles y séjournent de 5 & 10 heures.

Nous procédons pour nos coupes ainsi
nous lavons la coupe & 'eau distillée aprés le
bain de carmin, mais rapidement, pour enlever
'excés de couleur, et la laissons pour 2-3
heures dans le mélange d’acide formique, sur
quoi nous la traitons par I'alcool.

Les cellules, mais surtout les cylindraxes,
sont nettement, proprement, dilférenciées les
unes des antres; belle coloration rouge; les
gaines sont limpides, parfaitement incolores;
les préparations plaisent & I'weil.
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VIII. Méthode de coloration double
de M. Duval (1).

Les picces auront durci dans une solution
de bichromate de potasse.

1e La coupe est lavée & 1'eau distillée.

2° Elle est colorée au carmin suivant la mé-
~ thode ne I.

3° Premier bain d’alcool & 36 degrés.

4° Second bain d’alcool absolu.

5 La coupe passe pour 5-20 minutesdans une
solution alcoolique de bleu d’aniline (bleu d’a-
niline soluble dans Il'alcool) peu chargée
(10 gouttes d’une solution saturée dans 10
grammes d’alcool absolu).

6o Au sortir de ce bain, la coupe est immer-
gée dans de la térébenthine, puis elle est mon-
tée au baume de Canada ou au Damar.

Les préparations présentent une belle cou-
leur violette qui parait & premiére vue trop
sombre, mais qui présente & 'examen micros-
copique une extréme transparence.

Les contours des cylindraxes et des cellules
sont nettement pergus. Les cellules nerveuses
et leurs prolongements sont d’un violet virant
sur le rouge; le carmin domine. Les vaisseaux
sont d’un violet virant sur le bleu; I'aniline
prévaut. Les capillaires sont bien visibles el
distincts. Les enveloppes de la moelle, ainsi
que les prolongements du tissu lamineux se
colorent en bleu presque pur, de sorte qu’il
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est trés facile de les distinguer des partlies ner-
veuses proprement dites (1).

Ces couleurs passent malheureusement assez
vite, le bleu surtout.

[X. Méthode au carmin acide de Zuppinger.

Nous devons & 'obligeance de M. le D" Zup-
pinger (a Elgg-Zurich),qui s’est fail remarquer
par ses travaux microscopiques trés réussis,
exécutés dans le laboratoire de notre asile, la
communication des deux méthodes de colora-
tion inédites qu’il nous autorise & publier. La
premiére a trait & I'emploi du carmin acide,
la seconde, qui sera décrite plus loin, de 'ani-
line-bleu.

Les coupes a traiter suivant Zuppinger
doivent provenir de piéces durcies dans de
I'alcool ordinaire ; elles peuvent y avoir sé-
journé trés longtemps (jusqu’a trois ans). La
grosseur des piéces n’'influence en rien l'acte
du durcissement.

1o La coupe faite passe dans de l'eau dis-
tillée pendant environ 12-24 heures (en général
pour une nuit).

2° On l'immerge dans la couleur, qu'on
aura préparée de la facon suivante : on ajoute
aune quantité donnée de carmin-ammoniaque
suffisamment d’acide acétique, et goutte a
goutte, en agitant le mélange, pour que le re-
flet bleuatre du carmin-ammoniaque disparaisse
et fasse place & un reflet ou ton jaune ou jau-
natre. C'est affaire de coup d’ceil. La couleur

10
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rouge diminue en méme temps d’intensité et
palit. On laisse reposer et 'on filtre.

Cetle solulien ne colore que lentement. Il
faut, par conséquent, laisser les coupes le
temps voulu dans le bain.

3° Le degré de coloralion désiré est-il obtenu
(les coupes ne paliront pas dans le bain de
déshydratisation),on lave la coupe a I'ean dis-
tillée, faiblement acidifiée par de I'acide acé-
Lique.

4° Bain d’alcool absolu,

5 Eclaircissement a la térébenthine.

6° Monter au Canada. Couvre-objet.

Les cellules nerveuses sont colorées enrouge,
les noyaux un peu plus intensivement que le
corps meémedela cellule; les eylindraxes se déta-
chent nettement des gaines,qui sont tout & fait
incolores. Le tlissu conjonclif n’est que faible-
ment teint. Les préparations se conservent
trés bien, mais elles n’ont pas, selon nous, la
netteté des images obtenues par 'aniline-bleu.

B. — METHODES AUX COULEURS D’ANILINE, ETC.

Outre les procédés au carmin que nous
venons de mentionner pour la coloration des
cellules et des cylindraxes, on a essayé des
combinaisons de cet agent avec les réactifs
les plus variés: acide borique, osminm, phénol,
etc., et quantité d’autres matieres tinctoriales.
~ Tout ce qui posséde un pouvoir colorant
quelconque a été mis a contribution, au reste,
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pour colorer les coupes du S. N. C. : safran,
thé, myrtilles, café, bains de sureau, nous en
passons, mais sans grand succes. La plupart
des couleurs d’aniline aussi ont fourni autant
de méthodes nouvelles; mais la fixité de ces
couleurs sur les éléments nerveux étant, en
cénéral, assez incompléte, il a fallu, apreés de
nombreux essais, élaborer pour chaque couleur
A peu prés une technique spéciale pour arri-
ver & des résultats satisfaisants. Parmi ces
couleurs, il en est quelques-unes qui sont
actuellement employées avee succes pour laco-
loration des cellules et des cylindraxes ; cepen-
dant, les résultats que donnent ces nouveaux
procédés sont, en somme, la nigrosine et I’ani-
line blue-black exceptés, moins constants que
ceux que nous devons au carmin, tout au
moins pour de longues séries de coupes. Telles
la fuchsine, la saffranine, le brun-vésuvine, le
lilas de Dahlia, le rouge de Magenta, le bleu
de méthyléne, elc.

Hermann avait, il y a quelques années déja
(in 27), indiqué une méthode d’'imprégnation
par la fuchsine, qui avait donné de bonnes
images de noyaux et particulitrement des nu-
cléoles ; sur cette méthode se sont greflés
dans la suile les procédés actuellement em-
ployés, dans lesquels figure cette couleur. Ben-
czur (in B) avail proposé une solution con-
centrée d'alizarine dans de I'alcool, dans
laquelle la coloration des éléments nerveux
devait se faire assez bien. Duval (in 5) a préco-
nisé 'emploi de la purpurine, comme ayant
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une électivité spéciale pour les éléments ner-
veux, en particulier de la moelle durcie au
bichromate d’ammoniaque. Les cellules ner-
veuses et leurs prolongements demeuraient
incolores, de méme que les fibrilles du tissu
conjonctif; mais les noyaux de la névroglie se
coloraient en rouge. Griesbach (3) recommanda
le vert d’iode en solution aqueuse d’environ
1/20/0. La coloration se fait, parait-il, rapide-
ment. Onlavedl’eau, on passe pardes alcoolsde
plus en plus concentrés et on monte au baume
de Canada. La coloration des cellules et des
cylindraxes est bonne. Durcissement au bichro-
male de potasse. Les bains prolongés nc
détruisent pas la couleur. Ehrlich (3%) a pro-
posé une méthode qui a fait époque et école,
enemployant le bleu de méthyléne, mais prin-
cipalement sur les tissus vivants. Malheureu-
. sement, les préparations obtenues ne se con-
servent pas bien. D’autres auteurs ont préco-
nisé le vert de méthyléne, ’éosine, ete.; con-
sulter sur ce sujet : Apathy (26), Hermann (3),
Bolles-Lee et Henneguy (3), Edinger (72) et le
recueil des numéros de 1890-93 de la Zeil-
schrift fiir wissenschaftliche Microscopie, de
méme que les numéros des mémes années du
Neurologisches Centralblatt.

Force nous a ¢té de faire un choix parmi
Loutes ces couleurs, ¢’est-d-dire de ces métho-
des et de nous en tenir & celles qui sont d'un
emploi courant et dont les résultats sont fixes
dans la coloration des séries de coupes.

Les couleurs d’aniline, qui, au point de vue
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de la maniére dont on les emploie et des
images qu’elles donnent, se rapprochent le
plus de la coloration au carmin, sont I'aniline
blue-black et la nigrosine (avec un durcisse-
ment & I'alcool, 'aniline-bleu). L’aniline blue-
black etla nigrosine ont été recommandées il y
a longtemps déja par les Anglais, et préconi-
sées ensuite par Luys (noir de Colin), par Gaule
(nigrosine) et d’autres. Martinotli, Forel,
(rierke, ete., les trouvent inférieures au car-
min.

Ces couleurs ont donné de beaux résultats &
Sequin, de New-York, & Vejas, dans le labora-
toire de notre asile ; aussi consignerons-nous,
apres avoir indiqué les méthodes de Jelgersma
et de Schmaus & 'aniline blue-black, la mé-
thode & la nigrosine telle que nous l'avons
employée jusqu’ici pour nos séries, en la fai-
sant suivre du procédé de Bewan-Lewris, qui,
avec Sankey, a été le promoteur de la
coloration nigrosinique. Martinollt a associé a
la nigrosine l'acide picrique, principalement
pour les altérations pathologiques.

Les méthodes aux couleurs d’aniline desti-
nées a la coloration des gaines & myéline ou
des cellules et des gaines sont indiquées au
chapitre VII.

X. Méthodes a Uaniline blue-black.

a) Selon Jelgersma (35).

Les principaux avantages de la méthode
10,
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consistent en ce que les préparations ainsi
obtenues se conservent trés longtemps. L'ani-
line blue-black ne colore presque pas ou
pas- du tout le tissu conjonctil et la né-
vroglie. Elle colore parliculierement bien les
cellules et les cylindraxes. Les cellules appa -
raissent en bleu clair, le noyau et le nucléole
colorés plus fortement en bleu foncé. L'écorce
cérébrale et celle du cervelet se laissent treés
joliment teindre; les cellules pyramidales et
celles dites de Purkinje se colorent d'une facon
lrés nette. Sur des piéces pathologiques, on
peul suivre ainsi les altérations qu’'ont subies
les éléments et les modiflications que présen-
lent les cellules ganglionnaires; les gaines
restent incolores. La méthode de coloration
est simple. On prépare des solulions aqueuses
A titre dilférent : une solution & 1/100, une
autre a 1/800-1000, une autre a 1/2000.

Nous n’employons que les solutions trés
diluées, mais nous donnons des bains plus
longs.

1° La coupe est lavée & 1'eau distillée.

20 Elle passe dans le bain colorant; elle y
séjourne, suivant Jelgersma : pour la solution
forte, 1/4 d’heure; moyenne, 3 heures; faible,
12 heures.

3° Lavage & 'eau distillée.

4° Bain d’alcool.

5° Essence de girolle.

6° Canada.

(’est, en somme, le traitement des coupes
colorées au carmin. Les préparations colorées
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5 aniline blue-black sont moins fatigantes 2
la longue A l'examen microscopique que les
premicres. oy,

Cotte méthode réussit aussi bien sur les
coupes élaborées au microtome de Gudden
que sur celles qui proviennent de blocs celloi-
dines.

Dans le traitement des coupes ainsi colorées
hous avons souvent remplacé le lavage & I'eau
distillée par un bain d’alcool & 40 0/0, addi-
tionné d’un peu d’acide acetique, jusqu’a ce
que la coupe ne rende plus de couleur.

b) Selon Schmaus.

Aprés différents essais, I'auteur est arrivé a
recommander le procédé suivant :

Au lieu d’une solution aqueuse, il emploie
une solution alcoolique & 1/4 0/0. L’alcool lui-
méme est 450 0/0, auquel il ajoute une certaine
quanlité d’acide picrique.

1° La coupe faite est lavée & I'eau distillée.

29 Bain colorant; durée : 1 heure.

3o Lavage & 'eau distillée.

42 Bain d’alcool.

50 Essence de girolle.

6" Canada.

Le grand avantage de cette méthode consiste
en ceci: qu'on peut colorer ainsi des coupes
provenant de pieces ayant trempé dans la
solution cuprique de Weigerl.

Les plaques collodionnées selon Weigert
peavent ¢lre traitées suivant 'une ou l'autre



176 TECHNIQUE MICROSCOPIQUE

de ces méthodes de coloration. 1l vaut mieux
cependant découper alors chaque coupe (dans
le bain colorant) et la traiter ensuite & part.

L’essentiel pour ces deux méthodes est de
n’employer que de laniline blue-black an-
glaise; les autres couleurs similaires ne sont
pas sures.

En vue d’obtenir une coloration double, nous
avons traité des coupes colorées et décolorées
selon Pal par l'aniline blue-black. 11 faut
alors décolorer fortement dans le liquide
oxalique pour que tout ce qui n’est pas gaines
soit parfaitement incolore. Les cellules se
colorent alors en bleu et 'on obtient ainsi des
images noires et bleues, qui sont, quoique
originales, encore assez présentables.

XI. Méthode a la nigrosine ou noir d’aniline.

a) Méthode de notre laboratoire.

Faire deux solutions, 'une & 1/000, 'autre
a 2/000 d’eau distillée.

La procédure de coloration est exactement
la méme que pour le carmin-ammoniaque.

1o Lavage de la coupe & l'eau distillée.

2° Bain de couleur; durée : de 18-24 heures,
suivant I'épaisseur de la coupe, la nature de
la piéce, la réceplivité des tissus, la dilution de
la solution. Nous préférons la solution & 1/000
et laissons, en général, la coupe pendant 24
heures dans le bain. Une solution diluée donne
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aux coupes une teinte plutot bleue ; une solu-
tion chargée, une teinte plutot nmre.

3° Lavage a I'eau distillée et & 'eau acidi-
fice (Voir carmm-ammomaque)

4° Bain d'alcool.

5° Essence de girofle et Canada.

Ce qui préeede concerne les piéces détergées
el coupées sous l'eau.

Les coupes celloidinées sont lavées aprés la
couleur dans de l'alecool a'40 0/0, acidilié,
comme dans la méthode de Schmaus, et dus-
hydratées dans de 1'alcool a 96 0/0.

Nous colorons la plupart de nos longues
séries de coupes en colorant, de deux coupes,
'une au carmin-ammoniaque, l'autre & la
nigrosine, la procédure étant la meéme pour
les deux modes de coloration. Nous obtenons
ainsi des images alternativement rouges et
bleues, ce qui, pour l’étude de nmombreuses
coupes successivement examinées, repose les
yeux. La nigrosine se comporte, & I'égard des
éléments nerveux, comme l'aniline blue-black.
L’essence de girofle décolore parfois les
coupes traitées par l'alcool; il faut alors la
remplacer, pour I’éclaircissement, par I'huile
d’origan. Les solutions se conservent long-
temps; elles se bonifient lorsqu’on les filtre
souvent. Dans les cas de dégénérescence, les
territoires atteints ne sont pas colorés et frap-
pent de suite les regards. Pour I'étude histo-
logique des ¢léments, nous donnons la préfé-
rence au carmin.
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b) Selon Bewan-Lewis (5).

1o La coupe est colorée dans une solulion
aqueuse a 0,25 0/0, pendant 1 heure.

2» Lavage & 'alcool.

3° Essence de girofle ; lorsqu’il s’agit de
coupes du cerveau ou de la moelle.

Pour les coupes de substance corticale du
cervelet :

1° Colorer comme il est dit plus haut.

2° Décolorer pendant 20-30 minutes dans
une solution de chloral & 2 0/0.

3° Traiter par un mélange & parties égales
d’essence de girofle et d’'une solution & 20/0 de
chloral, auquel on ajoute assez d’alcool pour
avolr une solution claire.

A° Laver a 'alcool.

5° Essence de girofle.

6° Canada (3).

¢) Selon Martinotti, a la picro-nigrosine (3).

Durcissement ad lebilum.

1o Bain de couleur dans le liquide suivant:
solution de nigrosine et d’acide picrique &
saturation dans de 1'acool (décantée).

Durée du bain : 2-3 heures & 2-3 jours.

2¢ Lavage a l'alcool.

3° Décolorer dans un mélange de : 1 partie
d’acide formique et 2 parties d’alcool, jusqu'u
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ce que les subslances grise et blanche appa-
raissent clairement dilférenciées & I'ceil nu.

4 Bain d’alcool.

50 Essence de bergamote.

6o Canada.

L’auteur prétend que cette méthode réussit
meéme avee des matériaux réfraclaires a d’au-
tres procédés de coloration.

NIT. Méthode de Zuppinger a Uaniline-bleu.

Lors des nombreux essais de coloration par
les couleurs d’aniline entrepris, dans le temps,
par cet auteur dans le laboratoire de I'asile,
Zuppinger était arrivé & se convaincre que, trés
spécialement pour les couleurs d’aniline-bleu,
il était préférable de durcir les piéces & 1'alcool,
ces couleurs n’ayant que peu ou pas d’électivité
pour les tissus durcis par les liquides chromi-
ques. Les magniliques coupes de Zuppinger
colorées par sa méthode provenaient de piéces
ayanlt séjourné preés de trois ans dans de
I'alcool ordinaire. Elles ont été faites il y a
vingt ans et se sont conservées aussi belles
qu'elles I'étaient alors; les images des cellules
¢t des cylindraxes sont trés netles et soutien-
nent la comparaison avec les meilleures de
notre collection, obtenues par d’autres métho-
des, le carmin y compris.

Les coupes colorées dans une solution
aqueuse d’aniline-bleu, sans autre procéds
complémentaire, perdent leur couleur dans le
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bain de déshydratisation et pendant)’acte de I’¢-
claircissement, sibien que, lorsqu’on les monte,
on n’a que des images troubles, décolorées ou
trés inégalement colorées. Les anilines-bleus
solubles dans I'eau semblent se préter moins a
la coloration compléte des éléments que celles
qui ne sont solubles que dans I'alcool.

Le traitement par les bases ne leur convient
pas; celui par les acides, par contre, réalise la
fixation désirée de la plus belle couleur bleue
(qu'on puisse se représenter.

La couleur employée par Zuppinger est le
chlorure de triphénylrosaniline (bleu de Lyon),
qui, au moment ol lauteur s’en servait,
était largement utilisé pour la teinture des
soies, mais qui, depuis, a été remplacé dans
'industrie par le bleu de toluidine ou de
Parme (Licht blau), et au moyen duquel on
n’obtient pas, pour les éléments nerveux, des
résultats aussi salislaisants. Le premier est
soluble dans l'alecool, insoluble dans I'eau; le
second est soluble dans I'eau. Celui-la a une
teinte pure de bleu, celui-ci un reflet plutot
verdatre.

L’essentiel pour la coloration des éléments
nerveux est d’avoir un bleu d’aniline présen-
tant les caracleres du chlorure de triphényl-
rosaniline dont voici la formule : C20 116
(C613)3 N3 HCL

Pour préparer la solution colorante, on prend
une poinle & couteau de couleur (2-3 grammes)
pour 1/2 litre d'eau distillée. Agiter le tout
dans un ballon. Chaufler jusqu’a ¢bullition, en
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agitant de temps en temps. Au moment ou le
liquide commence & bouillonner, on ajoute
goutte & goulte une quantité suffisante d’une
solution d'acide sulfurique a 10 0/0 :

Acide sullurique a 66> do
BAIMEC e s e a4 partie;
LS S e SO SR 9 parties.

M.

jusqu'd ce que le mélange prenne exacte-
ment la couleur du liquide de Fehling (sulfate
de cuivre). Le liquide ne doit bouillir que peu
de temps, car plus on fait bouillir, plus la solu-
tion colorante sera chargée en couleur. Les
coupes sont, au reste, toujours plutot trop que
trop peu colorées. On laisse refroidir, puis I'on
filtre ou I'on décante soigneusement. La solu-
tion ainsi obtenue est conservée dans une bou-
teille fermée au bouchon et que 'on tiendra &
I'abri de la lumiére. Elle se conservera tros
longtemps.

1° La coupe faite est lavée a I'eau distillée.

2° Elle passe dans la couleur le temps voulu
pour acquérir le degré de coloration plus ou
moins intense qu’on se propose de lui donner,
en se rappelant toutefois que la couleur palira
toujours un peu plus, un peu moins, dans le
bain subséquent d’alcool.

3¢ Lavage dans I'ean acidifiée par quelques
gouttes d’acide acétique.

4° Bain de déshydratisation (alcool absolu).

5% La transparence s’obtient au moyen de
'essence de térébenthine ou de la eréosoto

11



182 TECHNIQUE MICROSCOPIQUE

6° On monte au baume de Canada. Couvre-
abjet.

Sur des préparations obtenues ainsi, les
gaines sont incolores, les cellules et leurs pro-
longements les plus fins et les noyaux, colorés
en un bleu vif d’un effet surprenant, sur le
fond blanc nacré des gaines.

Ges préparations se conservent trés bien,
méme & la lumiére; elles palissent un peu,
mais ne se présentent que mieux pour cela,
¢lant, au début, plutdét trop intensivement
colorées.

Cette méthode est inédite; la descrip-
tion qu’en donnent Bolles-Lee et Henneguy
(page 368 deleur traité) repose sur une erreur.

XIII. Méthode au brun-vésuvine.

On peut faire deux espéces de solulions.
L'une, aqueuse, doit élre saturée (environ
3-4 0/0) et étre préparée au moyen d’eau dis-
tillée qu'on fera bouillir au moment du mé-
lange avee le brun de Bismark ; laisser relroi-
dir. Filtrer.

La seconde sera alcoolique, également con-
centrée. Dissoudre environ 2-2 1/2 0/0 de cou-
leur dans de l'alcool & 40 0/0.

1° La coupe faite passe & I'eau distillée.

90 Bain colorant d’environ 5 minutes de
durée.

3° Lavage des coupes & l'alcool & 95 0/0 ou
4 l'alcool acidifié.
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Alcool absolu........... 100 parties.
Acide chlorhydrique, ... 1 partie.

M.

4° Bain dans de I'alcool absolu.

n° Essence de girolle.

6° Baume de Canada. Couvre-objet.

Von Kahlden recommande d’employer les
deux solutions de la méme maniére. Une sur-
coloration des coupes n’est pas & redouter. Les
noyaux sont colorés en brun foncé; le proto-
plasma plutot en brun clair. La coloration est
quelquefois diffuse. Les préparations obtenues
se prétent remarquablement bien & la pho-
tographie (c’est pourquoi nous reproduisons la
méthode), mais elles ne se conservent pas

longtemps.

XIV. Méthode de Niss'l (36).

Les piéces qui doivent étre traitées suivant
cette méthode seront tout a fait fraiches au
moment de 'immersion dans le liquide durecis-
sant. Elles seront coupées en morceaux dont
chacun ne doit pas avoir plus de 1 centimétre
cube. Les petits morceaux passent de suite,
sans durcissement préalable, dans une sn[n—
tion chromique dans de I'alcool & 70 0/0.

Au bout de 2 jours, on remplacp cet alcool
par de I"alcool absolu. Aprés 5 jours d’immer-
sion dans ce liquide, les petits moreceauyx
peuvent étre coupés.

1° La coupe faite pasde de suite dans le
liquide colorant, représenté par une solution



184 TECHNIQUE MICROSCOPIQUI

| St

saturée de fuchsine. Chaque coupe sera traitée
4 part et dans un verre de montre aussi con-
cave que possible. Dés que la coupe plonge
dans le bain colorant, on expose le verre de
montre & la flamme d’une lampe & alcool, en
placant le verre sur un treillis et le tout sur un
trépied, plutot que de tenir le verre avec des
pinces. Eviter de placer la lampe trop prés du
verre. Chaufler jusqu’a dégagement de vapeur
sur le liquide.

2¢ (Cela fait, sortir la coupe du bain colorant
et la plonger, pour 1-2 minutes, dans un bain
d’alcool absolu. Placer la coupe sur un porte-
objet.

3° Au sortir de ce bain, recouvrir la coupe
d’une abondante quantité d’essence de girofle,
qu'on laisse en contact avec la coupe jusqu’'a
ce que celle-ci ne rende plus de couleur.
Kgoutter. Nouvelle couche d’essence ; égoutter
de nouveau. Essuyer.

4° Monter au Canada.

Cette méthode donne une bonne coloration
des cellules et des noyaux. Les gaines de myé-
line ne sont pas colorées. Les principaux pro-
longements nerveux apparaissent assez nette-
ment. Les cellules névrogliques et les vaisseaux
sont également colorés.

Pour couper, fixer les morceaux avec de la
gomme sur un bouchon ; bain d’alcool pour
durcir la gomme.

Y omke ten e’ o
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XV. Méthodes de Rehm (37).

A.— MODIFICATION DE LA METHODE DE NISS'L,
AU BLEU DE METHYLENE.

Durcissement selon Niss’l. Mémes régles
pour le traitement subséquent des piéces.

1° La coupe faile passe de I'alcool ou elle
avait 6té recueillie dans une solution de bleu
de méthyléne 4 0,10 0/0, qu’on aura préalable-
ment chauffée. Elle yséjournera 1-1 1/2 minute.

9¢ Lavage a l'alecool & 96 0/0 jusqua ce
qu’elle ne rende plus de couleur.

3° Huile d’origan pour la transparence.

4° On transporte alors la coupe au moyen
d’une spatule sur le porte-objet. On I'y séche
avec un morceau de papier Joséphe.

5° Puis on monte 4 la benzocolophane.

Le mélange de benzine et de colophane est
A préférer au Canada pour ces coloralions,
sauf pour la fuchsine et le rouge de Magenta.
Pour ces derniéres, Rehm se sert d'un mélange
de colophane et de chloroforme qui séche vite
et qui ne jaunit pas. Les coupes colorées au
blen de méthylene et décolorées ensuite avec
de I'alcool présentant une différence de colo-
ration des cellules nerveuses d’avec les cellules
névrogliques; on colore complémentairement
ces derni¢éres au moyen d’une solution aleooli-
que de fuchsine (diamantine) (0,10 de fuchsine
pour 100 d’alcool & 96 0/0) et I'on obtient
ainsi des images sur lesquelles les deux ordres
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de cellules sont colorés différemment el de
fagon & frapper de suite I'attention. En sortant
de I'aleool, la coupe passe rapidement dans de
I'essence {19 girofle. Monter au chloroforme
(*{Jli}[}h'lné

La coloration méthylénique doit étre faible,
celle & la fuchsine intensive.

Les cellules nerveuses sont bleues, ou bleu
rougedtre ; les cellules névrogliques et les
noyaux des vaisseaux, rouges. Cette différence
dans la coloration ne se produit pas chez les
embryons et les animaux nouveau-nés. Sur
des piéces normales de I’homme, on ne trouve
pas de coloration rouge dans les cellules gan-
glionnaires. Les petites cellules de la couche
profonde du cervelet sont colorées, chez
'homme, le putois, le chat, la souris, en
rouge; les cellules de Purkinje et les autres
cellules de I’écorce cérébelleuse, en bleu.

B. — POUR LA COLORATION DES CELLULES
NEVROGLIQUES ET DES CELLULES DES VAISSEAUX.

a) 1° La coupe faite passe pour quelques
minutes dans une solution aqueuse d’éosine
a1 0/0.

2¢ Lavage & l'eau.

3° Lavage a l'alcool.

4° Bain colorant de quelques minutes dans
une solution aqueuse de rouge de dahlia
a 0,10 0/0.

5° Bain de différenciation dans de 1'alcool.
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G° Huile d'origan.

7° Canada chloroformeé.

b) 1° Au lieu de donner le bain {:u[m'a,n.t A
I’éosine, on plonge la coupe dans une solution
aqueuse de nigrosine & 1 0/0.

20 et 3° Comme ci-dessus.

4° Bain colorant d’une demi-heure dans une
solution alcoolique de fuchsine a 0,10 0/0.

5° Différenciation & I'aleool.

6° Essence de girofle.

7° Colophane chloroformeée.

Les cellules en question sont colorées en
bleu foncé avec 'emploi de la méthode a (tout
le reste reste rouge) et par la méthode & en
rouge (le reste apparait alors coloré en gris-
bleu).

C. — POUR LA COLORATION DES NOYAUX
NES CELLULES NERVEUSES.

1° La coupe passe pour 5 minutes dans un
bain de la solution suivante :

L [ el A A R N S iy ) s
e iy ; e axd.an
Ligueur d’ammoniague caustique | :

Bam digtillée: . ovioras S hfs il ee. 100 —
M.

2¢ Lavage dans de 'alcool & 70 0/0, auquel
on aura ajoulé de l'acide nitrique dans la pro-
portion de 1 0/0.

3¢ Lavage & Palcool pur, olt la coupe se
débarrasse de ’acide.
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= 4° Bain colorant de 1/2 minute dans une
solution aqueuse et froide de bleu de méthyléne
a 0,10 0/0.

5° Différenciation a l'alcool.

6° Huile d’origan.

1° Colophane chloroformée.

Les noyaux des cellules nerveuses se déta-
chent nettement du fond rose pale du reste de
I'image, par une coloration en rouge vif; les
fibrilles des noyaux sont trés exactement
teintes en rouge; le protoplasma du corps des
grandes cellules motrices est bleu, celui des
petites cellules ganglionnaires est plutot
incolore. Dans les noyaux mémes, le nucléole
est coloré en bleu clair ou en rose. Dans les
cellules névrogliques et les cellules des vais-
seaux, il ne se produit pas de différence de
cﬁulem entre le noyau et le nucléole; iei,
tout est bleu ou violet.

D. — POUR LA COLORATION DES CYLINDRAXES.

1° La coupe, aprés avoir été recueillie dans
de I'alcool, passe dans le bain d’une solution
aqueuse d’hématoxyline & 0,50 0/0. Durée du
bain : 1-2 jours.

20 Lavage a l'eau distillée additionnée de
carbonate de lithine (pour 100 grammes d’eau,
ajouter 1 gramme d’une solution concentree
de carbonate de lithine) et ce jusqu'a ce que la
coupe ne rende plus de couleur.

3o Différenciation & l'alcool & 96 0/0.
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4° Huile d’origan.

Les cylindraxes sont colorés en gris-noir,
le tissu névroglique est peu apparent, les
vaisseaux sont simplement indiqués.

Si on laisse la coupe un jour seulement
dans la solution hématoxylinique et qu’on
différencie ainsi qu’il est dit, qu’on la trans-
porte ensuite pour quelques minules dans une
solution de brun-vésuvine (brun de Bismark) a
0,10 0/0, on obtient de trés belles images; les
cylindraxes sont gris, toutes les cellules sont
colorées en brun, les noyaux des cellules ner-
Veuses en gris.

i1.



CHAPITRE VI

Coloration des gaines 4 myéline.

(II° groupe).

A. — METHODES A BASE D’'HEMATOXYLINE.

XVI. Méthodes de Weigert.

a) Méthode primitive [ondamentale. — La
piece doit durcir dans le liquide de Miiller ;
puls, sans avoir éLé mise en contact et en quel-
que maniére que ce soit avec de l'eau, elle
passe dans de I'alcool ordinaire, pour y subir
le durcissement complémentaire. En sortant
de I'alcool, et toujours sans avoir été lavée &
I'eau, elle est enrobée & la celloidine. Le bloc
plongera dans de I'alcool & 80 0/0. De la, il
passe dans la solution suivante :

Solution saturée d'acé- e

tate neutre de cuivre.
Eau distilltp i \

M.

Yolumes éganx.
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Le récipient qui contient le toul est placé
dans une étuve & une température de 35-45° C.
[l y reste pendant 1-2 jours; ce temps écoulé,
le bloe est plongé de nouveau dans de l'alcool
& 70-80 0/0. 1l est prét & étre coupé. La lame
du microtome et la surface de coupe seront
mouillés avec de 'alcool a 80 0/0.

1 La coupe faite passe dans la solution colo-
rante suivante :

Hematoxylivne. .., . e, «v« A partie.
BRI S0 o s S iR . 10 parties.
3L g BN e G i e S g =

M.

La solution n’est bonne que 10-15 jours
aprés sa préparation. En ajoutant & ce liquide
1 partie d’une solution saturée de carbonate
de lithine préparée a froid, on hate le pouvoir
colorant de I’hématoxyline, on murit la solu-
lion. La coupe reste immergée dans le bain
colorant pendant 2-24 heures, suivant le degré
d'intensité qu’on désire donner & la coloration,
suivant I'épaisseur de la coupe et la nature de
la piece. Les coupes de la moelle spinale y
séjourneront moins longtemps que celles de
I'écorce cérébrale ou cérébelleuse.

2° La coupe, quidans ce bain est devenue
parfailement noire, est lavée dans de leau
distillée qu'on renouvellera deux ou trois fois.

3 Elle passe ensuite dans le liquide de
réduction :
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BOTRR i aheics o sicloiahe 2 ou 4 parlies,
Forricyanurc de po-

I CLELL TGy SRS S = o | R R
Eau distillée c.c..... 100 ou 200 —

M.

La coupe reste dans ce bain jusqu’a ce que
la différenciation entre les substances grise et
blanche soit nettement produite. Les fibres &
myéline doivent se détacher franchement par
leur couleur bleue, noire, du fond brun ou
brunatre ; parfois, la substance grise apparait
colorée en jaune. La durée de ce bain est diffi-
cile a fixer ; elle varie suivant la nature de la
pitce et peut exiger, suivant les cas, de 1/4
d’heure & 24 heures d’immersion.

4° La différenciation obtenue, laver la coupe
A 'eau distillée.

5 Bain d’alcool absolu.

6 Eclaircir avec ’huile d’origan ou laver au
xylol.

70 Monter au xylol-Canada. Couvre-objet.

Weigert a modifié les derniers actes pour les
plaques collodionneées.

Lorsque les bandelettes taillées dans la pel-
licule ont été fixées sur un porte-objet et
quelles ont passé par le bain de déshydratisa-
tion, on les baigne dans du carbol-xylol :

Xylolicovoisoesnonnosssponnses 3 parties.
Acide carbolique pur, mais ;
higquélid... o, S ielvia 1 partie.

M.

Les morceaux de pellicule s’y éclaircissent
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rapidement. La transparence oblenue, on
égoulte et on soche les coupes en appliquant
sur le porte-objel un morceau de papier Jose-
phe (1 feuille pliée en 4) et en passant légere-
ment la main par-dessus le tout. On monte
ensuite au Canada qui sera plutot un peu
épais. Le carbol-xylol qui a servi est versé de
nouveau dans son flacon et peut servir plu-
sieurs fois encore.

La solution d’hématoxyline est formulée ac-
tuellement, d'aprés Weigert, ainsi :

HemaloXylne. .« cvouveeenreeens i gr.
Alcool absolU..ceacvcuiessnnsss . A0 —
Solulion concentrée de carbo-

pate de lithine........coc0-v0 {1 ¢. cube.
Eau distillée......cocvinaiaies 90 gr.

M.

Les pieces durcies dans le liquide de Miiller
ot destinées i étre traitées par cette meéthode
doivent présenter une coloration brune ou
brunatre ; elles ne doivent pas avoir ¢té ver-
dies par l'alcool.

La durée du bain d’hématoxyline est, avons-
nous dit, trés variable. On lit, dans quelques
auteurs, que des coupes de la moelle s’y colo-
rent déja apres 15-30 minutes, mais il est pru-
dent de les y laisser au moins quelques heures;
en les sortant trop tot, on s’expose & n'avoir
qu'une parlie des gaines colorées, ce qui expo-
seraitd des erreurs d'interprétation desimages.
Les gaines 4 myéline sont colorées en noir-
bleu, les parlies dégénérées ne sont pas colo-
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rees et font tache en proportion du nombre
des fibres détruites. Quelques parcelles de
myé¢line, derniers vestiges des fibres nerveuses
détraites, se colorent cependant encore par-ci
par-la.

Il arrive que des coupes, surlout lorsqu’elles
sonl épaisses, ne se décolorent pas convena-
blement, malgré un bain prolongé dans le
liquide de réduction ; on peul, dans ces cas,
activer la décoloration en placant la coupe de
nouveau dans de I'alcool pour 24 heures, pour
immerger de nouveau dans le liquide réduc-
tif ou différentiel, ce qui peut se répéter quel-
quefois de suite,

Comme les coupes de piéees ayant séjournd
dans la solution cuprique ne peuvent pas étre
employées pour une coloration subséquente
(double) au carmin, et qu'il est agréable d’avoir
dans une série des coupes présentant des colo-
rations de cellules, on a proposé de couper
avant 'immersion du bloe dans le bain cupri-
que et de ne traiter par ce dernier liquide que
les coupes destinées a étre colorées d’aprés
Weigert. Le séjour de ces coupes dans le bain
cuprique sera, dans ces cas, de trés courle
durée, et aprés ce bain elles devront passer
par un bain d’alcool & 70 0/0 avant d’élre
immergées dans le liquide colorant.

On a proposé également, pour avoir des
coupes & images de cellules et & gaines colo-
rées, de passer les coupes faites dans I'eau
dans la solution cuprique de Weigert, puis
dans de I'alcool & 80 0/0 et de les laisser long-
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temps dans 'hématoxyline. La méthode de
Weigert doit ¢lre suivie rigoureusement pour
donner des résultats satisfaisants. Si la piece
3 traiter avait par mégarde passé par l'eau
aprés son durcissement, il faudrait la plonger
de nouveau pour quelques jours dans le liquide
de Miller avant de la transporter dans l'alcool.
Lorsqu’on n'a pas de carbol-xylol sous la main
et qu’on emploie 'huile d’origan pour I’éclair-
cissement, il faut éviter de laisser la coupe
longtemps en contact avec I'huile : il en résul-
terait une décoloration partielle.

La transparence obhtenue, rapidement mon-
ter au Canada. Une pellicule collodionnée
passe exactement par les mémes phases de
manipulations qu'une coupe isolée.

b) Méthode modifice, rapide. — Weigerl a
modifié¢ sa méthode premiére pour éviter les
précipités qui se produisent dans le traitement
par le cuivre et qui abiment le couteau. Cette
modification permet, en outre, d’éviter le bain
de différenciation lorsque les coupes sont tres
fines (jusqu'a 1/40° de millimetre) et qu’on mo-
difie, en outre, légérement le liquide colorant.

La picce convenablement durcie aux sels de
chrome est enrobée dans la celloidine et for-
me bloc sur un bouchon. Le bloc passe dans
le liquide suivant, pour y prendre le mordant :

Yune solution satardée a froid
d’acétate d'uxyde de cuivre { Parties égales

NENETRIIET i sl e e B en
Dune solution de sel de Sai- volume,

gnebto a:100/0: Jas s oaia e .
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M.
et ce, pour 24 heures dans 'éluve.

Ce bain pris, le bloc est plongé de nouveau
pour 24 heures dans une solution simple d’a-
cétate de cuivre.

Lorsqu’on veut éviter la difl'‘renciation. on
colore les coupes ainsi : |

Solution aleoolique d’hémato-

XIS A A0S0 0RE S0 st 1 partie.
Solulion diluée de carbonale de
e SR s s T 9 parties.

M.

Cette solution contient, pour 100 centimétres
cubes, 7 centimétres cubes d’une solution sa-
turée de carbonate de lithine.

Pour oblenir une clarté parfaite du fond de
I'image, on peut, aprés avoir lavé a I'eau, trai-
ter la coupe & lacide acétique a 1/5-1/20/0.
Mais celle pratique n’est pas indispensable.
Le simple lavage & I'eau suffit. Si I'on a affaire
a des coupes plutot épaisses et & des séries
celloidinées, le traitement produit une surcolo-
ration; les coupes exigenlt alors un bain de
différenciation.

Pour la transparence, donner d’abord le
bain d’alcool & 90 0/0, puis trailer par un mé-
lange de xylol et d'huile d’aniline (1 : 2), en-
suite par le xylol et enfin monter au xylol-
Canada.
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XVIL. Méthode de Pal (39).

Parmi toutes les modifications apportées
depuis son apparilion alaméthode de Weigert,
il n’en est point qui donne d’aussi brillants
résultats que la méthode de Pal. Contrairement
A ce qui se produit sur des coupes traitées
selon Weigert, les tissus qui environnent les
fibres & myéline restent complétement inco-
lores ou plutot sont tout a fait décolorés
lorsqu’ils ont subi le traitement institué par
Pal, ce qui permei une coloralion complé-
mentaire ou double du plus bel effet et qui ne
nuit en aucune facon & la tinction des gaines
a myéline.

La pi¢ce qui doit fournir des coupes doit étre
taillée en morceaux de 2 centimétres cubes
environ,les morceaux plongeant dans de larges
quantités de liquide de Miiller. Changer le li-
quide chaque jour pendant la premiére semaine.
Le durcissement obtenu, les morceaux passent,
sans avoir Atélavés al’eau, dans une suffisante
quantité d’alcool & 70 0/0 (& I’abri de la lu-
miére). Changer 'alcool chaque jour pendant
la premiére semaine. Au bout de 8-10 jours,
on peut couper les pieces telles quelles ou
préalablement enrobées.

1o La coupe faite (ou la pellicule collo-
dionnée selon Weigert obtenue) passe dans
de I'alcool & 70 0/0.

20 De la, et sans allendre, dans le bain colo-
ant constitué parune solution d’hématoxyline
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selon Weigert, additionnée d’environ 1 centi-
metre cube (e solution lithinée par 30 centi-
metres cubes de solution de Weigert. Durée
du bain : environ @ heures. On peut ]es y
laisser (c’est ce que nous faisons toujours)
pendant18-24 heures; Ia décoloration, ¢’egt-i-
dire la diﬂ'érenr:iatinn, sera plus lente alors,
mais les gaines seront mieux teintes,

3° En sortant de ce bain, la Coupe est pres-
que moire; on la lave i I'ean distillée, addi-
lionnée de solution lithinge :

Bandigtillee;. .55 i il - 30 e. cubes,

............ 1 ¢. cube,

M.

Changer le mélange jusqu’a ce que la coupe
ne rende plus de couleur (1/2 heure).
4° Elle passe dans le bain de dilférenciation
suivant :
Permanganate de polasse. .. 0 gr. 25
Eun dislillée ... .. SR due ««o 100 e. cubes,

Aprés 1-3 minules, mais souvent l}eaucqui_n
plus longtemps, la différenciation se produit.

5 Lavage soigneux dans de I'eau dlS_LlHée, _

00 Bain dans le liquide de décoloration suj-
vanb::

Acide oxalique......... y i i

€ r_., "
Sullure de polasze..,.. \ |
Banidistillée. .o 2. 00000 s " 2006, cihas.

M.

Celle solution doit tou ours élre J'l_'uichﬂ., le
récipient bien bouché; la cupule qui contien-
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dra la coupe en traitement sera couverte pen-
dant le bain.

En quelques secondes (10-40-60), la décolo-
ration est compléte, c’est-a-dire que la subs-
tance grise devient jaunatre, souvent blanche
ou jaune-blanc; la substance blanche, les gai-
nes & myéline restent colorées en bleu-noir ou
noir.

Si, & ce moment de la procédure, la décolo-
ration ne parait pas assez complete, si la subs-
tance grise de la coupe ne prend pas l'aspecl
d’'un papier blanc-jaune, on recommence la
manipulation précédente : bain d’eau distillée
(I minute), bain au permanganate (le temps
voulu pour différencier) et bain d'eau distillée,
puis & I'acide oxalique. On répeéle cette procc-
dure jusqu’a résultat satisfaisant.

En fait de quantités de liquide & employer,
il faut compter 30 c. cubes de solution héma-
toxylinique, 50 c. cubes d’eau lithinée, 30 c.
cubesde solution de permanganate, 20 c¢. cubes
de liquide oxalique pour traiter 10-15 petiles
coupes. Pour un plus grand nombre de coupes
ou des coupes plus grandes, il faut renouveler
les quantités dans les proportions indiquées.

7° La coupe est lavée & fond dans de l'eau
distillée.

8° Bain de déshydratisation (plaques collo-
dionnées : alcool 95 0/0).

9" Essence de girofle.

10° Canada. Couvre-objet.

Si la piéce avait été lavée par mégarde aprés
le durcissement, ou si elle présente une colora-
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tion verdatre suspecte, on plongera les coupes
tout d’abord dans le liquide suivant :

D'une solution d’acide chromique dans de
I'eau distillee & 1/2 0/0, quantité suffisante pour
un bain. Ou bien dans une solution de bichro-
mate de potasse a 1-3 0/0, et ce pour quelques
heures.Les coupes passeront pendant 24 heures
dans la solution hématoxylinique additionnée
de carbonate de lithine, & I’étuve & 33-400 C.
pour une heure. Puis, traitement subséquent,
comme il est indiqué plus haut.

Si la piéce est coupée dans I’eau au micro-
tome de Gudden, les coupes passeront dans un
bain d’alcool 4 70 0/0 avant de passer dans la
couleur. Les images sont alors moins nettes
que lorsque la méthode est appliquée rigou-
reusement et qu’on opére sur un bloc.

Pour les pellicules collodionnées selon Wei-
gert, il faut remarquerles points suivants : elles
resteront plus longtemps dans I'eau lithinée,
un peu moins longtemps dans la solution de
différenciation; elles seront lavées trés & fond
et seront éclaircies au carbol-xylol.

Sil’on veutobtenirune colorationdouble,com-
plémentaire, des éléments (cellules) décolorés
par la solution oxalique, on procédera ainsi :

Lorsque la coupe sort du bain oxalique, on la
lave & fond pendant 5 minutes dans un premier
bain d’eau distillée ; on change cetle eau et on
donne un second bain d’eau d’'une durée de
10 minutes. La coupe passe dans une solulion
de carmin ou de picro-carmin. Durée du bain
colorant : 3-10-18-24 heures,suivant la solution
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ot la réceptivité de la coupe. Lavage & l'eau
distillée, bain d’alcool, essence de girofle,
baume de Canada ou résine de Damar.

Los résultats que fournit la méthode de Pal
<ont beaux ; les fibres & myéline sont nettement
colorées, les lissus circumvoisins incolores;
par-ci par-la on observe quelques taches brunes
ou des filaments noirs; les premiéres provien-
qent de manipulations faites peu soigneuse-
ment, les seconds sont des produits de coa-
culation colorés, lelong du trajet d’un vaisseau
ou un fin vaisseau lui-méme. Ne pas confondre
avee des fibres. Quelquefois, le pigment des
cellules ganglionnaires se colore en brun ou
brun-jaune ; on avait, mais & tort, voulu con-
clure, de cette difference de réceptivité de cer-
taines cellules pour la couleur dans le cours de
ce traitement, & une différence dans les fonc-
tions de la cellule! Gonserver les préparations
selon Pal a l'abri de la lumiére.

XVIIL. Méthode de Kulschitzky (40).

Les pitces destinées a etre traitées doivent
durcir dans le liquide de Millerou, ce qui est
préférable, dans le liquide d’Erlicke :

Bichromate de polasse..... =t 2 gr. 50

Sulfate de cuivre......... 0 gr. 50

§ D, 3 PR O e A i A aTes 100 gr.
hii

1° La coupe faite passe dans le bain colorant
sulvant
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Hématoxyline dissoute dans (). s,
d’alcool absolu........ ... 1'er
Solution saturée d’acide borique.. 20 gr.
Eau distillee........ .. e W 80 gr.
M.

Le liquide sera légérement acidifié avant de
I’'employer.

La coupe reste dans ce bain pendant 18-
24 heures.

2° Lavage a I'alcool.

3¢ Essence de girofle.

4° Canada. Couvre-objet.

La solution colorante de Kulschitzky est,
jaune quand elle vient d’¢tre préparée ; au bout
de 2-3 semaines, elle prend une belle couleur
rouge. C’est & ce moment qu’on peut commen-
cer a s'en servir. La quantité nécessaire pour
un bain est versée dans une cupule et acidifiée
(quelques gouttes d’acide acétique pour plein
un verre de montre) avant que Ia coupe n’y
plonge. L’auteur a modifié sa solution ainsi
qu’il suit :

Hématoxylineg.,......,.... AL ey 2 gr.

Alcool absolu..,.. O T Q. s. pour dissoudre.
Solution d’acide acétigue a 2 0/0.. 100 gr.

M.

C'est la solution de Kulschilzky ne II; Ja
solution boriquée porte le ne° 1,

Ces solutions seront employées dans les
méthodes suivantes.

Les fibres des coupes colorées ainsi sont
bleues, d’'un bleu vif; tout le reste n’est pas
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coloré ou ne l'est que faiblement en jaune pile.
Cette coloration bleue est particuliérement
nette lorsque 'ondonne préalablement un bain
de 24 heures dans une solution de carbonate
de soude ou de carbonate de lithine,

XIX. Méthode de Max Wolters (41).

[. — La pi¢éce & couper doit durcir dans le
liquide de Miiller.

Le durcissemenl obtenu, on laisse la piece
dans de I’eau jusqu’a épuisement des sels chro-
miques. Changer I'eau [réquemment et aussi
longtemps qu’elle se colore. Durcissement com-
plémentaire dans de I'alcool. Enrobement & la
celloidine. Le bloe est coupé.

l° La coupe faite est immergée dans le
liquide de Aulschitzky n° 1l. Le récipient est
Jporté, pour la durée du bain, a lI'étuve & une
température de 45° C. Couvrir.

2° La coupe est plongée dans le liquide de
Miiller.

3° Pour le traitement subséquent, on suit
exactement la méthode de Pal.

Les cellules ganglionnaires sont colorées en
jaune ou en jaune brun, les fibres & myéline
en bleu-noir.

II. — La pitce doit durcir dans le liquide
A’ Evlicki; méme traitement préliminaire que
dans la méthode de Kulschitzky.

1° La coupe faite passe pour 24 heures dans
le bain suivant :
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Solulion de vanadium chlora-

DU 330100, e e s s 2 parties.
Salution :l‘aluminiumacnticum
trquide d B 00 . ) s i S

M.

2° Ge bain donné, la coupe est lavée & fond
et pendant 10 minuates dans de Peau distillée,

3* Elle passe pour 24 heures dansla solution
de Kulschitzky n° 11, Le récipient est porté a
I'étuve & une température de 45° C.

4° Bain d’alcool a 80 0/0 Jusqu’a ce que
la_ coupe ait pris une belle couleur bleu-
rouge clair.

o° Lavage a fond & I'eau distillée.

6° Bain d’alcool & 90-95 0/0.

7° Comme pour Pal.

Les cylindres des nerfs périphériques sont
trés distinctement colorés. Les cellules pyra-
midales de I'écorce du cerveau sont colorées en
bleu foncé. Les éléments névrogliques égale-
ment. Les fibres tangentiales sont bien colo-
rées et s’observent en grand nombre, Cette
méthode, qui, suivant certains auteurs, sur-
passerait celle de Weigert et qui donne des
résultats analogues & ceux oblenus par celle
d’Exner, a été reprise et modifige par Kaes
ainsi qu’il suit :

Modification de Kaes (42). — Au lieu de ne
laisserla coupe dans ’étuve que pour24 heures,
comme le conseille Wolters, Kaes I'y laisse
pendant 2-3 jours & une température de 42-45°
C., pour arriver a un résultat plus égal. L’acte
de la différenciation est rapide ef simple lors-
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qu'on se sert d’'une spatule faisant passoire,
en platine, ou d’une passoire en porcelaine
sur laquelle repose la coupe ; on plonge la
passoire une fois dans le liquide de Miiller, on
la rince rapidement & 'eau distillée, puis, pour
la différenciation selon Pal, on la plonge, s’il le
faut, 6-10-15 fois consécutivement dans les
liquides voulus jusqu’d différenciation suffi-
sante. Lavages rapides. Pour les coupes
sur lesquelles on désirerait étudier les plus
fines fibres, 1l ne faut pousser la différencia-
tion que jusqu’au point ol I’écorce grise appa-
rait jaundtre.

XX. Méthode de Berkley (43).

Cette méthode convient avant tout pour les
recherches ayant trait & des piéces trés frai-
ches. Pour peu que les tissus soient altérés
par le ramollissement post mortem, elle ne
réussit pas. La coloration peut étre considérée
comme permanente.

Les préparations terminées ont un aspect de
noir de fumée. Les cylindraxes se colorent
¢galement. Sur des images réussies, on doit
les apercevoir & travers la myéline, lorsque la
coloralion n’est pas trop forte. Lorsque la
reduction des sels de chrome par le cuivre est
modérée, on peut voir également des cellules
colorées.

Toutes les piéces du cerveau, du cervelet et
de la moelle, qui doivent subir le traitement,
nwauront pas plus de 2,5 millimétres d’épais-

12
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seur; la largeur, c’est-a~dipe 'étendue d’une
piece, est assez indifférente.

Ces pitces sont durcies dans la solution de
Flemming :

D'une solution afqueuse d’acido

osmigne 2000 00 s g parties,
D’ane solulion aqueuse d’acide

chromique a4 1 0/0.. ., . loe—
Acide acétique. ... . .. .. gt 1o 1 partie,.

M.

Ce bain durcissanl aura une durée d’environ
20-30 heures, i une température d’étuve 3 230 C.

En sortant de ce bain, les piéces passent, sans
avoir été lavées, dans de I’alcool absolu, qu’on
changeradeux fois pendant les premiéres 24 heu-
res. Lorsque lestissus sont suffissmment dyr-
cis, on immerge les piéces dans de |a celloi-
dine pendant 12-24 heures avant de les cou-
per.

Pendant qu’on coupe, mouiller largement la
lame avec de I'alcool & 95 0/0. Les coupes doi-
vent étre trés minces.

1° La coupe faite est lavée a I'eau distillée.

2’ Elle passe dans une solution saturée
d’acétate neutre de cuivre. Le réecipient sera
couvert. Durée du bain : 6-8-12 heures, ou
bien 25-30 minutes dans I'étuve a 335-40 C.
Laisser refroidir le liquide avant de sortir la
coupe.

3° Lavage rapide & 'eau distillée.

4o Bain colorant.

Pour préparer la solution, prendre :

Eau distillée; . 2. . cvveesdin 800, cubes,
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Ou’on fera bouillir dans un f{lacon; on
ajoute :

D'une solution saturée de
carbonate de lithine.... 9 ¢. cubes.

On continue A faire bouillir pendant une
minule.
Ajouler :

D'une solution d’hématoxyline
dans de l'alcool & 10 0/0.... 1,5-2 e¢. cubes.

Agiter vivement le [lacon; boucher.

Laisser refroidir lentement; ne faire & la
fois que de petites quantités de ce liquide, qui
ne se conserve pas bien; le préparer un jour
avant que de s'en servir. Le récipient (qui con-
tient la coupe immergée dans ce bain passe
a Pétuve a 40° C., pour 15-25 minutes; lais-
cer refroidir avant de le sortir.

5° Lavage a fond dans de 'eau distillée.

6o La coupe passe dans le liquide décolorant
de Weigert, qu'on peut employer tel quel ou
bien auquel on pourra ajouter le tiers de son
volume d’eau.

La décoloration est un acte trés important
dans le procédé en question. Il faut que le
liquide décolorant pénétre rapidement dans
les tissus. D’autre part, 'action de ce liquide
ne doit pas durer trop longtemps, parce que
sans cela une quantité de petites fibres & myé-
line se décoloreraient complétement. Un bain
de 1-3 minultes suffit en général.

7° Lavage a fond dans 2-3 bains d’caun dis-
tillée.
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8° Bain d’alcool.

9° Essence de bergamolte,

10> Xylol. Canada.

Avec ce procedé, on peut colorer ep une heure
une coupe, le bain cuprique et le baip colo-
rant a 'étuve n’'exigeant pas plus de 35-40 mi-
nutes. Les coupes sont colorées en noir-brup .
La différence entre Jog substances blanche ot
grise est peu marquée. Sous le microscope, les
libres & myéline apparaissent en noir-bhleu, la
névroglie est jaune, les cellules sont décolo-
rées. Dans Ja moelle, on peut constater les
ramificalions en I, les arborescenced termi.
nales et le réticulum des fibres & myéline les
plus fines. Dans la substance cérébrale (blan-
che et grise), on peut voir une quantité de
fibres colorées.

Souvent sur des préparations traitées de la
sorte on peut découvrir les arborescences ter-
minales contenant Jusque dans leur ullime
développement de [a myéline, d’ol émerge le
cylindraxe terminal, & pointe effilée, libre ; en-
lin, desrenflements de myéline, qui correspon-
dent probablement aux élranglements de Ran-
vier, des nerfs périphériques.

XXI. Méthode de Iauteur (44).

Lorsqu’on fait des coupes sous I’eau, dans le
microtome de Gudden, on n'a guére en vue
que des colorations de cellules et n:I_e L‘}'Ii{l-
draxes ; la teinture des gaines i myéline exi-
geant des procédés Spéclaux, nous avons
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cherché, comme tant d’autres, un procédé qui
permit d’obtenir d'une méme piéce tantot 'une,
ltantot I'autre de ces coloralions, ou tout au
moins, et toujours pour les piéces coupées sous
I’eau, une coloration convenable des gaines.
Nos essais avaient porté sur 350 coupes en
série ininterrompue de la moelle épiniére et
allongée d'un chat, sur quelques coupes d’une
moelle d’oiseau et d’'un caméléon, d’'une moelle
humaine el enfin d’'une moelle d'un feetus de
7 mois. Les piéces avaient séjourné les unes
dans de l'alcool, les autres dans un liquide
chromique; le chat avait durci au liquide de
Miiller. Notre procédé n’est applicable que
pour la moelle; les essais tentés sur des mor-
ceaux d’écorce ou des ganglions du cerveau de
I'homme n’ont pas été satisfaisants. Lescoupes
doivenl étre trés minces.

Dans la reégle, la piéce & couper doit durcir
au bichromate potassique et élre incluse dans
le microtome de Gudden avant d’avoir rendu
trop de sels chromiques dansle bain détergeant.

1° La coupe passe dans de I'eau distillée.

2° De la dans le bain colorant. Nous em-
ployons deux solutions : I'une forte pour les
pieces qui ont éLé lavées i Icau et qui ont
rendu leurs sels chromiques dans un bain dé-
tergeant, dont les tissus, en un mot, sont peu
imprégnés de sels chromiques ; autre faible
pour les piéces qui n’ont pas été lavées a I'eau
avant d’¢tre incluses dans le microtome et
dont les tissus sont encore riches en sels chro-
miques. La différence de ces solulions ait dans

12,
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la proportion de slycérine qu’elles conliennent
el qui, suivant les cas, favorise plus ou moins
energiquement lacoloration des gaines. Chaque
solution doit élre préparée de la facon suj-
vante : dissoudre séparément ’hématoxyline
dansI’alcool, 'alun dans Ieau distillée; ajouter
la glycérine & la solution aqueuse, agiter
celle-ci, puis opérer le melange des deux solu-
lions, en agitant vigoureusement ; laisser po-
poser. Filtrer aprés 8 jours.

Solution faible,

Adanole e v oy TR R e 100 ¢. cubes.
Hemaloxylilie, .. .% aots . : 2 or,
Baudistifléas. o0 20 . 100 c. cubes.
AT v == e 2 gr,
GlyGerine s,  =ar, S, e 100 ¢. cubes.

1N EleLo ) IIERRERSE, 0 . 120 c. cubes.
HEMALOXYIIMErs o tee, - Bt 2 gr.
Eau distillée:. .- n.iose. . 130 e. cubes.
74 1) s S ] 2 gr.
Glyoanine . onsniih st . 50 ¢. cubes.

Nous manipulons nos coupes en nous ser-
vant de verres de montre, en laissant la coupe
sur le récipient et en I'arrosant des liquides
employés, puis en vidant le verre de montre,
en ayant soin de fixer la coupe & ce moment
pour qu’elle ne glisse pas.

La durée du bain colorant varie de 12-24
heures ; pour les piéces non lavées, de 12-18
heures ; pour lespiéces lavées, de 18-24 heures.

3° Le bain colorant donné, la coupe est
lavée a I'ean de fontaine fraiche (eau du robi
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net du laboratoire), en veillant a ce qu'elle im-
merge complétement dans I’ean. Changer I'eau,
cest-a-dire laver jusqu’d ce que la coupe ne
rende plus de couleur. I’eau de fontaine _ﬁ};e
I’hématoxyline, croyons-nous, dans les gaines
et la dissoul peu, moins assurément que I'eau
distillée.

4 Elle passe dans le liquide de réduction de

Weigert, modilié par nous:

Eau distillée..........c0t. . 200 c. cubes.
Ferricyanure (e potassium. 6 ar.
1}ill‘l1x .......... R T LT TS E '!FI-: ]

M.

Pendant que la coupe baigne dans ce liquide,
agiter continuellement le bain au moyen d’une
baguelte de verre ou d'un manche d’aiguille &
dissocier, etc. La coupe se décolore tantot
plus rapidement, tantot plus lentement, ce qui
tient A la nature de la piece, au degré du dur-
cissement, & DI'épaissear de la coupe, etc.
A-t-on oblenu le degré de décoloralion voulu,
ce qui s'apprend par I'habitude, ou plus exac-
tement par le controle microscopique (Nachet)
des premiéres coupes lraitées, on peul sorbir
la coupe.

5° On la lave alors & fond dans de I'eau dis-
lillée (nous préférons I'ean de fontaine).

6° On la déshydrate.

7° On I'éclaireit & I'essence de girofle.

8° It on monte au Canada. Couvre-objel.

Un grand nombre de coupes onl été trailées
par nous de cette facon ;le procédé est assez



simple et n'exige pag plus de lemps que Jg
coloration ay carmin. Mais syp |4 plupart e
Ces coupes Ia coloration deg fibres & myéline
n'est pas lrés nette pj toujours egale. Poyp
obtenir yup résultat plug satisfaisant, pgys
Procédons, apres Je bain de réduction, ¢’egp-y-
dire dés que dapsg le bain de réduction la djys.
renciation Commence 3 gp Produire, de |5 lacon
Suivante :

0” bis. Lavage a I’'eay de fontaine,

6° La coupe passe dans Je bain décolorap
suilvant :

Sonlutip (a Potasse cays-

Licque & 1 HIRE S : 2 ¢. cubes.
2au distiliée, . - A | P
Ether sulfarique,.,.,, 1 c. cube.
M.
Agiler,

Nous plongeons |a Coupe dans une certaine
quanlité de ce liquide et agitons le bain (man-
che & aiguille, baguette de verre). La coupe S’y
décolore treg Promptement. Ij fayy operer rapi-
dement, un Séjour un pey trop prolongé dans
ce bain PIOvoquant une décoloratiop compléte.
‘n 'y laissant up Peu plus, un peu moips
Ionglemps, on obtient a volonts toutes les
nuances de [a décnmration, ou d'une colopa-
tion définitive.

7° Le ton vouly est-il obtenu, ce qui, nous le
répétons, se fait tres rapidement, on lransporte
la coupe dans un récipient contenant de I'eau
distillée, on laverapidement et e battant I’eau.

Si la décoloration conlinuait dans [’eaq dis-
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tillée, on emploierait de I'eau de fonlaine, qui
'arrélera.

8 Bain d’alcool, essence de girolle, etc.,
Canada.

Pour la transparence, nous préférons main-
tenant le traitement dla créosole (2-3 minutes),
a la térébenthine (5-10 minutes) et le Canada,
ou bien I'éclaircissement au carbol-xylol (5 mi-
nutes) et monter au Damar ou au xylol-
Canada.

La quantité de solution colorante employée
est versée aprés le bain sur le filtre (entonnoir)
qui recouvre le {lacon. Lorsque I'hématoxyline
est de bonne qualité, la solution se conserve
assez longtemps. Quand on n’en a pas 'emploi,
nous liltrons la solution une fois par semaine.

La méme quantité de liquide de réduction
(de Weigerl) peut servir a trailer 3-5 coupes;
ensuite, elle n'est plus utilisable. La quantité
nécessaire du liquide décolorant (le notre) doit
¢lre préparce a nouveau pour chaque fois ; mais
on en emploie trés peu. La solution potassi-
que rend la coupe un peu visqueuse, gluante;
elle glisse alors trés facilement hors du réei-
pient. Attention & 'y fixer convenablement.

Lhrlich avait déja employé la glycérine com-
binée & 'hématoxyline pour colorer ses coupes;
mais il décolorait ensuite dans de I'alcool aci-
difié. Ge procédé ne nous a jamais donné de
bons résultals.

Nolre procédé avece les bains de réduction et
de décoloration est, en somme ,expéditif et peu
couteux, Les pléparﬂ,tmna obtenues sont



volonté plus ou moing intense, suivant [ lon-
gueur de l'acte de I décnlm‘ation; les coupes
S€ conservent bien. Les fibros & myéline, sou-
vent les plus fines, sont colorées €n un beay
bleu tres pur; les cellules ge colorent (reg
irréguliérement; quand elles e sont, elles sont
leintes en rouge-jaune ou rouge-brun,

Gette méthode peut s’appliquer aux séries
de coupes faites sous ['ean et peut, a I'occasion,
rendre service. Nous I"avons publiée dans la
Zeilschrift  fipr wissenschaftliche Microscopie,
Bd VII, 1890, aprés avoir soumis nos prépa-
rations a 'appréciation d’autorités scientiliques
qui s’étaient déclarées satisfaites,

XXII. Méthode de Kuiser (45).

La piéce & durcir est plongée dans le liquide
de Miiller. Aprés quelques jours d'immersion
(2-3), on Coupe la piéce en petits morceaux
cubiques de 1-2 millimatres d’épaisseur et on
laisse ceux-ci, pour 5-6 jours encore, dans le
liquide durcissant. De [a,les morceaux passent
dans le liquide de Murchi

Liqueur de Miiller. .. ... .. 2 parties,
Solution d’acide osmigue
G0 R L e { partie.

M.

ou ils séjourneront environ 8 jours,
On lave les morceaux et on Jes plonge dans
de I'alcool 4 70 0/0, pour le durcissement com-
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plémentaire. Enrobement & la celloidine. On
coupe.

1> La coupe faite est plongée pendant
8 minutes dans le mélange suivant :

Perchlorure de fer... |} - .
aa . 1 partie.
Ban dlstillge. .. o iR Bl
Alcool reclifié............ 3 parties.
M.

20 On sort la coupe de ce bain et on la rince
dans une quantité suffisante d’une solution
d’hématoxyline de Weigert ; on jelte cette
premiére quantité et on la remplace par une
nouvelle dose de solution, qu'on chauffe pen-
dant quelques minutes jusqu'a dégagement de
bulles d’air.

Le liquide ne doit pas bouillir, ce qui occa-
sionnerait un ratatinement de la celloidine.

3° La coupe est lavée & l'eau distillée.

4° Diflérenciation selon Pal. Les coupes sor-
tant du bain oxalique seront immédiatement
rincées dans de l'eau ammoniaquée, ce qul

neutralise I'acide oxalique et provoque une
coloration plus intense.

5° Traitement subséquent selon Pal.

Pour obtenir des coupes & coloration double,
la piéce doit élre durcie dans le liquide de
Miiller. On la lave pendant quelque temps a
I’eaun et on la durcit complémentairement dans
de I'alcool & 70 0/0.

i° La coupe faile est traitée an perchlorure
de fer.

2° Puis & Phématoxyline, comme plus haut.
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3¢ Lavage & I'ean distillée,

4° Différenciation d’apres Pal (aprés I'acide
oxalique, lavage a I’ean dmmoniacale).

o° Elle passe pour 1/2-1 minute daps le bain
survant :

M.

Ou bien dans un bajp de naphtylamine pour
3-5 minutes :

Brun de naphtylamine_ . . 4 er.
Alcool rectifie..,., . =~ 1007 L=
Eau distillée.......,, "~ " 200 o —

Celte coloration double ne peut pas étre em-
ployée pour les coupes de picces traitses par
le liquide de Marchj.

Les fibres nerveuses sont brunes ou nojres
quand les coupes ont éta traitées & I'osmium.
Le pigment et le nucléole des cellules ganglion-
naires restent plus ou mojps fortement colorss
én noir-brun.

Aprés coloration double, les fibres 4 m yéline
sont bleues, les fibres Sans myeéline colorées
en brun ou en rouge.

L’emploi de perchlorure de fer au lieu d’acé-
tate de cuivre, comme dans la méthode de
Weigert, a un avantage : la liqueur ferrique
imprégne rapidement Jes Coupes a froid de
facon a se combiner avee I'hémataxyline, com-
binaison dont Ia couleur bleue devient plus
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vive lorsqu’on chaulle un peu, comme nous
avons vu, la solution hématoxylinique pendant
le bain.

B. — AUTRES METHODES.

XXIII. Méthode d’ Lixner (46).

Les piédces qui doivent fournir des coupes
colorées suivant cette méthode doivent étre
traitées le plus tot possible aprés la mort du
sujet. Plus elles sont fraiches, plus les chances
de voir réussir la procédure sont grandes. Sui-
vant les circonstances et le degré plus ou
moins élevé de la température ambiante, elle
peut réussir encore avec des piéces qui auraient
été enlevées 8-12 heures aprés la mort d'un
sujet. Les piéces enlevées au cerveau ou a la
moelle spinale sont coupées en morceaux de
tout au plus 1 centimétre cube d’épaisseur et
qu'on plongera aussi rapidement que possible
dans une solution d’acide osmique & 1 0/0.

Il faut employer de grandes quantités de
liquide, au moins un volume 10 fois plus consi-
dérable que celui des morceaux. Changer le
liquide le second jour de 'immersion.

Le 5° ou 6° jour aprés 'immersion, les mor-
ceaux sont lavés & fond dans de I'eau distilléo
ct peuvent alors étre coupés. On peut les
enrober & la celloidine ou & la paraffine, ou les
couper tels quels, fixés sur un bouchon.

[ls se conservent, au reste, assez bien pen-
dant un certaintemps dans la solution osmique.

13
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Avant d’enrober leg morceaux, on les plongera
pour quelques secondes dans de alcool ab-
solu.

1° La coupe faite passe immédiatement
dans de la glycérine.

2° Transporter le tout sur un porle-objet.

5 Sur le porte-objet ajouter & la goutte ou
@ la quantité de glycérine dans laquelle
immerge la coupe une goutte d’eau ammonia-
quée (liqueur d’ammoniaque caustique, 1,0 ;
eau distillée, 50,0 : M.), fraichement préparée.

4° Aprés un instant, mais pas de suite apres,
recouvrir le tout d’une lamelle.,

Les coupes doivent étre tros minces.

Les fibres nerveuses i myéline, méme les
plus fines, sont colorées en gris ou en gris-noir.
Les préparations ne se conservent pas.

XXIV. Méthode de Bellonci (47).

Le procédé suivant a été employé surtout
pour des piéces du S. N. C. d’animaux.

Il peut étre considéré comme une modifi-
cation de la méthode d’Lzner ; cependant, il
offre de certains avantages que cette derniére
n'a pas et constitue certainement un perfec-
tionnement de cette méthode.

La piéce destinée a fournir des coupes est
durcie dans une solution d’acide osmique A
1/2-1 0/0. La durée du bain est de 14-20 heures.
Les piéces ou morceaux doivent étre peu épais.
Les coupes seront faites @ la main (au rasoir),
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de suite aprés le bain. Mouiller le rasoir avee
de 'alcool & 70°. .

1° La coupe faite passe pour quelques minu-
tes dans de 'eau distillée.

2° Puis dans de 'alecool & 80°, on elle séjour-
nera pendant 3-4 heures.

3° Nouveau lavage de quelques minutes dans
de I'eau distillée. Pendant ce bain, on place la
coupe sur le porte-objet.

- 4° Dés qu'une coupe est étalée sur le porte-

objet, on la recouvre d’une lamelle couvre-
objet et on instille sous la lamelle quelques
gouttes d’ammoniaque.

L'effet de ce réactif est vraiment extraordi-
naire. L’ammoniaque provoque une transpa-
rence de la substance nerveuse qui ressemble.
a celle du verre; les fibres & myéline restent
tout & fait noires et se détachent si nettement
da fond ftranslucide des autres parties de la
coupe qu’il est trés facile d’en poursuivre tout
le parcours.

Les coupes peuvent étre épaisses; cela faci-
lite méme I'étude des fibres dans leur trajet,
parfois contourné et sinueux. On peul se
servir de ce procédé pour des coupes faites au
microtome, aprés enrobement A la celloidine.
Cependant, il faudra avoir soin, dans ce cas, de
laver de temps en temps les préparations obte-
nues, en instillant, toujours sous la lamelle
couvre-objet, une goutte ou deux d’eau djs-
tillée, ete. Des séries de coupes peuvent étre
traitées de cette manicre.



CHAPITRE VII

Coloration des cellules et des gaines de
myéline ; méthodes mixtes.

(711° groupe.)

A. — METHODES AU MOYEN D’AGENTS
COLORANTS DIVERS,

XXV. Méthode de Sahli i la [uchsine acide (53).

I. — La piéce est durcie au bichromate de
potasse suivant les régles établies pour la
coloration de Weigert (Voir cette méthode).

1° La coupe faite est lavée a Ieau pendant
5-10 minutes au plus.

2¢ Elle passe dans le bain colorant constitué
par une solution aqueuse concentrée de bleu
de méthyléne. Durée du bain : plusieurs heures
(Jusqu’a coloration bleu foncé).

d° La coupe est rincée a I'eaun.

4 Elle passe dans le bain d’une solution
saturée de fuchsine acide (Saiire fuchsin) dans
de I'eau,
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30 Lavage a 'aleool.

6° Bain prolongé & I'eau, o la coloration se

dilférencie. On obtient alors de belles images;
les cylindraxes sont colorés en rouge, les
saines de myéline en bleu.
" Sil'on remplace, au 5°, I'alcool par de I'alcool
contenant 1/100 ou 1/1000 de potasse causti-
que, et qu'on continue la procédure apres le
bain & I'eau, en baignant :

7° A l'aleonol; en traitant :

§° Par I'essence de ceédre, et en montant :

9> Au baume dissous dans de I'essence de
cédre, on obtient des images encore plus nettes.

Les cylindraxes sont toujours rouges, mais
les gaines se montrent tantot rouges, tantot
bleues, différence de coloration qui provient,
suivant Sahli, d'une différence dans la nature
des tubes nerveux.

[I. — Méthode pour la coloration spécilique
des gaines par le bleu de méthyléne seul.
Pieces durcies comme pour Weigert .

1° La coupe faite passe pour un temps
variable (de quelques minutes & quelques
heures) dans le bain colorant suivant :

| ) O P D O e 40 parties.
Solution eaturée de blea de

méthyléene dans P'ecau....... 2k —
Solution de borax & 50/0..... . 16 —

M.

Laisser reposer un jour et filtrer.
2° On lave la coupe soit & 'eau, soit & ’alcool,
juscqu a différenciation nette des substances.
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3° Essence de cedre,

4° On monte ay Canada.,

Les gaines sont colorées en bleu, les cellules
sont verditres, Jes noyaux de la névroglie blens.
Les préparations ne se conservent pas.

XXVI. Méthode d’Adamlkievics
a la saffranine (54).

Méthode simple. — L’auteur g le premier
atliré Pattention sup [ saflranine, qui colore
les gaines en rouge ou jaune-rouge, les cellules
HErveuses ou tout au moijng leurs noyaux et
les cellules névrogliques en violet on bleu-
violet. Si la fibre est altérée pathologiquement
ou quelle soit yraiment dégénérée, elle ne se
coiore plus, alors meéme que le processus
pathologique ne serait qu’a la période de
début (?). Les pieces doivent durcir dans une
solution de bichromate de potasse. Aprés dup-
cissement, lavage 4 I’eay.

1° La coupe faile passe dans un bain d’eay
distillée, préalablement acidifiée ay moyen de
quelques gouttes d’acide nitrique. Durée dy
bain: 2-3 minutes.

2° Bain colorant. Poyp obtenir la solution
colorante, prendre de la sallranine n° 0 en
YErser en quantité suffisante dans un volume
donné d’ean distillée, de facon a ce que le
liquide prenne la couleur d'un vin de Bour-
508ne trés chargé de couleur. Les coupes
Peuvent rester & peu prés indéfiniment dans
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ce bain, elles ne se surcolorent presque
jamais.

30 La coupe colorée est lavée dans de 1'alcool
ordinaire.

4o Elle passe dans I'alcool absolu, additionné
de quelques gouttes d’acide nitrique. La réac-
tion acide de ce bain doit étre faible. Durée
ordinaire d'un bain de déshydratisation.

30 Cela fait, on couvre la coupe d’essence de
sirofle, dans laquelle la coupe rendra une
majeure partie de sa conleur. Il faut la laisser
dans essence aussi longtemps qu’elle en rend,
¢’est-a-dire jusqu’a décoloration suffisante.

6° Baume de Canada. Couvre-objet.

Cette méthode est pronée dans plus d’un
traité d’anatomie des centres nerveux; elle a
rendu certainement des services a son auteur;
cependant, elle ne nous a pas satisfait.

Méthode double. — 1° Laver la coupe & I’'eau
distillée.

90 Puis 4 l'eau acidifiée avec de l'acide
nitrique.

3° Bain dans la solution concentrée de
saffranine.

4° Rincer a I'alcool ordinaire.

5° Lavage & I'alcool absolu.

6° Essence de girofle jusqu’d ce que la coupe
ne rende plus de couleur.

7° Lavage & I'eau distillée.

8° Puis bain dans de I'eau acidulée a Pacide
acétique.

9° Colorer complémentairement dans une
solution de bleu de méthyléne.
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10° et 14° Lavep aux deux alcools, comme ]
est dil plus haut,

12° et 430 Essence de girofle. Baume de
Canada.

Adamkieviez croit avoir démontré par cette
méthode I'existence de zones chromoleptiques
éntourant la substance grise de Ia moelle,
Pénétrant entre Jeg cordons latérauy ef enva-
hissant en partie les cordons postérieurs (?),

XXVIL Méthode go Nikiforoff (55).

Cette méthode est une modification et cops-
litue, de fait, un perfectionnement (e la
méthode I (simple) d’Adamkieyicy (54).

Les piéces doivent durcir dans une solution
de bichromate de polasse.

Le durcissement obtenu, elles passent, sans
avoir été lavées a I'eau, dans de Falcool ordi-
naire pour acquerir un durcissement complé-

1° La coupe prise sur Ja lame du microtome
est immergée dans I’alcool.

2° Elle passe dans Je bain colorant. Le
liquide colorant est constitué par une solutjon
saturée, tout au moins concentrée, de saffra-
nine dans de Ieau distillée pure oy phé-
niquée & 5 0/0. Durée du bain : 24 heures.

9° Lavage complet et soigneux dans I’alcool
ordinaire, en agitant Ia coupe dans le liquide,
Jusqu'a ce que la substance grise se détache
franchement, par une coloration plus claire, du
fond de la substance blanche plus colorée.,
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4 La coupe passe ensuite, dans la solution
suivante :

Chlorure d'or..... ... R R 1 gr.
Eau distillée..... S aferacia e 500 —

M.

o elle reste immergee jusqu’a ce que la
substance grise commence 4 se colorer en
violet.

so On sort & ce moment la coupe et on la
lave soigneusement & Peau distillée.

6o Cela fait, on la baigne dans de l'alcool
absolu, jusqu'a ce que la substance grise se
détache franchement, par une coloration vio-
lette, de la substance blanche, qui reste rouge.

70 Passer rapidement & I’essence de girofle.

Dés que la transparence esl obtenue:

80 Lavage au xylol.

9° Baume de Canada. Couvre-objet.

XXVIIL. Méthode d’Aronson a la galléine (56).

En étudiant les combinaisons qui s‘opérent
dans le processus de la coloration entre les
sels chromiques, d’une part, et les divers agents
colorants, de 'autre, Aronson a trouvé que
Ja galléine donnait des résultats trés satisfai-
cants. Les morceaux de la moelle ou du cer-
veau, de méme des portions d'un nerf périphe-
rique doivent durcir dans le liquide de Miiller
ou dans celui d'Erlicki. 11 est préférable d’em-
ployer successivement les deux liquides et de

13.
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durcip d’abord da
lairement dans Je

MICROSCOPIgUE

ns le premjep
second,

Les pieces qui auront durci dans Je liquide

de Miillep seront seu/es plongées subséquem-
ment dans yp bain cuprique, |eg autres
(Erlicki) pas.

1° La ¢o
(sans étuye

el complémen-

upe faite passe pour

dans Je bain colorant
Dans une étuve et 3 la tempe

le bain durera 1-3 heures.
Formule de la solution colorante -

Pite de galléine

12-94 heures

-

.......... 3-4 ¢. cubes.
(T A 20 —
Bavdistilag ep o L (RS
Solution Coucentrée de bj-

carbonate sodique, . . . , . » goutles
M.
2° Lavage a Feau distillge, |
3° Différenciation au bain de Permanganate
de potasse selop Pal,

Ou avec le liquide de
Weigert. Aronson emploie aussi pour celte dif-
térenciation gop procédé par oxydation ay
chlorure de chaygy,

Versez dans une ¢y

pule de verre quelques
gouttes du mélange suj

vanl :

Solution Concentrée of
aqueusze de chlorure de

Parties & ales.
CHaNX, o er” St : g g
Eau distiliee ..., .~ y
M.
Plongez-

8€z-y la coupe Jusqu’a différenciation
des fibres



COLORATIONS MIXTES 221

4 La dilférenciation obtenue, la coupe passe -
dans une solution concentrée de carbonate de
lithine ou de soude, jusqud ce quelle soit
colorée en rouge. Les fibres sont rouges, les
cellules colorées en brun jaunatre.

On peut substituer une coloration bleue a
colte coloration rouge, de préférence alors sur
des coupes différenciées selon Pal, en laissant
pour 24 heures la coupe dans un bain d’eau
distillée, additionné de quelques gouttes d’une
<olution alcoolique concentrée de bleu de mé-
thyléne. Lavage A Peau, & 'alcool, jusqu’a ce
que la coupe ne rende plus de couleur.

s> Traitement a I’eau distillée.

6° Bain de déshydratisation, etc., comme
pour Pal.

XXIX. Méthode de Strobe (57).

Pour remédier aux résultats, parfois incom-
plets, obtenus au moyen des méthodes usuelles
de coloration dans les cas de dégéneéres-
cence, ou les cylindraxes des faisceaux dege-
nérés ne sont qu'imparfaitement colorés,
Pauteur préconise le procédé suivant (Neuro-
logisches Centralblatl, n® T, avril 1893) :

Les pieces sont durcies dans le liquide de
Miiller. Durcissement complémentaire dans
'alecool. Enrobement & la celloidine.

1° La coupe faite passe pendant 1/2-1 heure
{tl:lmﬁ un bain d'une solution aqueuse d’aniline-
leu.

90 Lavage rapide dans de I'cau distillée.



nute, ce quj dépend (y Pius ou moipg d’épais-
seur de g Coupe, dans de Palcool alcalinisé,

Pour Préparer cet aleool, versey 20 gouttes
d’une solutiop de potasse caustique dang e
alcool absoly a1 .0/0, dans une cupule eonte-
nant une quantijtgs suffisante d’alcool, Pendani
ce bain, la couleyp de Ia coupe passe du biey
au brun.

Dés que Je virage est obtenu :

4° On lave Soigneusement |q Coupe dans une
abondante quantité d’eay distillée,

5° Coloration complémentaire 3 |5 saflranine.
Pour cela faire, meélangez volume d’ype
solution concentpge (saturée) aqueuse de saf-
[ranine avee yup volume d’eay distillée. Durge
de ce bain colorant : 1/2 heure,

6e Déshydratisatiop a Palcool (Voiy méthode
a la saffranine), ot

Les cylindraxes dpparaissent alors colorés
en bleu vif, ]eg noyaux sont rouges, la subs-
tance neévroglique est bleu clair; Jeg parties
dégénérées sont colorées en bley foncé, les
gaines de myeéline en bley trog pale. L’auteur
assure que Jes Préparations ge conservent
bien.

XXX, Méthode de Mallory (59).

Cette méthode peérmet d'une facop assez
simple la coloration des cyliﬂdmx:es, des élé-
ments névrogliques et des ceJIuIESJusque dans
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les ramifications ultimes de leurs prolonge-

ments.
L’auteur emploie une combinaison d’acide

molybdique de phosphore et d’hématoxyline :

Molybdate de phosphore a

{0 BT Ly S s M R S S {1 ¢. cube.
Hématoxyline. .. .. L 1 gr.
Kan distillée. . ..c . as0ea 100 —
Hydrate de chloral....... 6=10 —

Cette solution doit mirir au soleil pendant
8 jours; la filtrer avant que de s’en servir.

La coupe est suffisamment colorée apres
10-60 minutes d'immersion dans le liquide.
Pour le bain décolorant, on se sert d’alcool a
50 0/0. Durée du bain: 1/2-1 heure.

Traiter subséquemment et monter comme
pour les autres méthodes. Merkel (33) s'était
déji servi d'un mélange de 1 partie de solution
concentrée de molybdate d’ammoniaque et
1-2 parties d’eau, a laquelle il ajoutait une
pincée de limaille de fer. Des coupes des
centres nerveux se colorent dans le liquide en
5-15 minutes (Gierke) (60).

B. — PSEUDO-IMPREGNATIONS METALLIQUES
AVEC COLORATION.

XXXI. Méthode a U'or, selon Cohnheim (4,32, 48).

Les piéces doivent durcir dans une solution
de bichromate de potasse. Elles sont traitées
subséquemment comme pour la méthode au
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- carmin. On pent couper au microtome 3 glis-
soir ou dans celui de Gudden.

> La coupe faite passe dans de 'eau dje
tillée,

2° Bain dans le liquide aurique (chlorure
d’or) a4 1/2 0/0, qui ne sera pas acidifié. La
durée de ce bain est de /4 d’heure : il dojt se
donner dans une champre noire. Employer les
précautions usitées dans les opérations photo-
graphiques.

3° Lavage a4 I'eau distillée tres faiblement
acidifiée avee de I'acide acetique. Cet acte se
passe également dans | chambre noire oy
dans un local peu éclaire. Pour donner |e bain,
immerger les coupes dans upe grande quantité
de liquide. Kmployer une soucoupe blanche,

4 Cela fait, on expose rapidement le tout a
Faction de la lumiere solajre (en plein soleil)
ou, a défaut, a celle d’une vive lumiére blanche
(neige, nuages blancs), de facon & obtenir une
réduction rapide et énergique. La réduction
opeérée, laisser la coupe exposée pendant
48 heures encore a I'action de Ia lumiére.

5 Lavage a I'eau distillée.

(° Bain d’alcool.

1° Essence de girofle,

8° Monter au baume de (ianada.

Conserver les préparations I'abri de Ia
lumiére.

XXXIIL. Méthode a Vor, selon Gerlach (90).

Durcir une moelle pendant 15-20 Jours dans
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une solution de bichromate d’ammoniaque &
1-2 0/0.

{* La coupe faite séjourne pendant 10-12
heures, et ce, jusqu'a coloration légéremenl
violette, dans une solution de chlorure double
d’or et de potassium & 1 pour 10,000, addi-
tionnée d’une trace d’acide chlorhydrique.

9° On sort la coupe de ce bain et on la lave
dansdel’eau distillée, additionnée d’acide chlor-
hydrique (1 pour 2-3,000).

3¢ De 1a, elle passe pour 10 minutes dans le
mélange suivant :

Acide chlorhydridque....... 1 partie.
Alecool & 60 degrés......... 1,000 parlies.

4° Lavage a ’alcool absolu.

5° Essence de girofle.

6 Baume de Canada.

Le durcissement dans le bichromate d’am-
moniaque doit étre aussi prompt que possible.
Aprés la premiére semaine, en général, la sus-
ceptibilité des éléments pour la coloration
commence & diminuer; & partir du 12°15° jour
quelquefois elle est déja nulle ou & peu pres.

Lez tissus ne doivenl pas ¢lre mis en conlacl
avec de I'alcool avant le bain aurique; pour
mouiller éventuellement la lame du microtome
il faudra done employer un autre liquide qu'un
melange alecoolique (eau distillée).

[l faut toujours employer peu de solution
aurique pour un bain. La durée de ce bain
sera de 12 heures en général. Les préparations
a l'or suivant Gerlach sont incomparable-
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ment belles au point de vue de Ja démons(ra-
tion des fibrilles nerveuses Jes plus fines.

Schiefferdecker (49) recommande le chlorure
d’or pour I'étude des réseaux des libres ner-
veuses de coupes transversales. 11 fait baigner
la coupe dans un bain de chlorure d'or & 1
pour 500 ou 1 pour 10000, suivant les cas,
pendant 1-3 heures. Laver ensuite 3 I'eau aci-
difiée a l'acide acetique a 1/2-1 0/0. Lavage a
l'alcool, etc. Monter au baume.

NXXIII. Méthode i Por, de Freud (51).

Les piéces peuvent durcir dans Je liquide de
Miiller ou dans une solution simple de bichro-
mate de potasse. Au sortir du liquide dureis-
sant, elles seront lavées superficiellement. On
coupe.

1° La coupe faite est lavée A Peau distillée.

2° Elle passe dans la solution suivante -

Solution de chlorure d’op
410 0/0..... 0 S Parlies égales.
Alcooleatb 00 con 0

M.

Elle séjourne dans ce bain pendant 4-6
heures.

3¢ Lavage 4 fond dans de I'eau distillée.

4’ On sort la coupe au moyen d’une spatule
en platine, ou sur un morceau de papier & fil-
trer blanc (Joséphe), et on la plonge dans le
mélange qui suit et qu'on aura préparé peu de
temps auparavant :
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Potasse caustique ,.... A 1 parl_ie.
Eau distillée......-. S T T Rl 6 parlies.

M.

La coupe ne reste immergée dans ce bain
que pendant 2-3 minutes seulement.

50 Lavage soigneux dans de I'eau distillée.

g° On transporte la coupe, en se servanl tou-
jours d’une spatule en platine (bien essuyée !),
dans une quantité suffisante d’une solution
d’iodure de potassium 2 100/0. Au bout de 5-10
minutes, la coupe a pris la couleur voulue.

7v Lavage a ’eau distillee.

8° Bain d’alcool.

9° Essence de girofle.

10° Baume de Canada. Couvre-objet.

Pour éviter un ratatinement de la coupe, il
est prudent de I'étendre sur un porte-objet
dans le bain d’iodure et de la sécher un peu
avec un morceau de papier Josephe au moment
ot on la sort de ce bain.

Les préparations obtenues par cette méthode
se présentent bien et supportent I'examen au
grossissement moyen. Les fibres sont colorees
en bleu foncé, en rouge foncé ou meme en
noir, suivant la nature de la piéce. Celte mé-
thode ne réussii cependant pas toujours; les
images qu’elle fournit sont souvent diffuses. Il
importe de ne jamais toucher la coupe en trai-
lement avec un instrument métallique autre
que la spatule en plaline.

Toutes les fois qu'on emploiera une méthode
de coloration & I'or, il faudra se rappeler qu’il
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vaut mieux employer des solutions faibles et
donner un bain prolongé, que de vouloir acti-
ver la coloration par 'emploi d’une solution
forte avec une durée d'immersion plus courte ;
€n outre, que les solutions doivent etre tou-
Jjours fraiches que, pour l’acidiﬁcatiﬂn, c’est
‘acide chlorhydrique qu'on donnera la préfé-
rence ; et enfin que c'est sur des piéces fraiches
el relativement pen durcjes que la coloration
aurique prend le mieuy.

XXXIV. Méthodes d'Upson ; a lor (52).

Les piéces durciront dans une solution
simple de bichromate de potasse, d’abord a
1 0/0, ensuite 4 2 et 3 2 1/2 0/0. Le liquide de
Miiller ne convient pas. La solution durcissante
doit étre trés fréquemment renouvelée ; les
récipients seront placés en un lieu sombre,
Les piéces trop dures ne peuvent pas convenir
pour ces méthodes. Le durcissement obtenu,
laver la pidce rapidement i I'eay distillée ef
'immerger dans de I'alcool 3 50 0/0. Changer
le liquide lorsque les précipités sont trop
abondants.

Aprés 2-3 jours, la piéce passe dans de
I"alcool & 95 0/0 ef on I'y laisse jusqu’a ce
qu’elle ait pris une coloration verte ou yer-
datre caractéristique, ce qui s’obtient, en
général, aprés 2-3 semaines ; il faut parfﬁits
plus longtemps. L’alcool se souille vite et dojf
étre renouvelé de temps en temps.

Lorsque la piéce a la couleur voulue. il faul
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la couper le plus tot possible; pour cela, on la
fixe sur un bouchon au moyen de quelques
couttes de celloidine Bj, sans enrobement
complet. Couper au microtome a clissoir. Les
coupes peuvent etre conservées pendant quel-
ques jours dans de l'alcool & 80 0/0; mais le
mieux sera de les traiter de suite. Au fur et a
mesure de leur fabrication, on les recueille
dans de lalcool & 80 0/0. Upson a institué
nour le traitement subséquent deux méthodes :

Méthode I. — 1° La coupe faite et recueillie
dans lalcool & 80 0/0 passe directement dans
le bain suivant :

Chilorure o . o vamia i o 10T,
Eau distillée........ccccvenennnn, 100 —

auquel on ajoute (en volume) 2 0/0 d’acide
chlorhydrique. Durée du bain: 1-2 heures, ce
qui dépend de la nature de la piece, de I’'épais-
seur des coupes (elles doivent étre trés égales
et trés minces) et de I'age de la solution. Durée
moyenne : 2 heures.

2° Laver superficiellement & I'ean distillée.

30 La coupe passe dans le liquide suivant:

Solution de polasse caustique
U R S A T 5 c¢. cubes.

Ajouter : ferri-cyanure (et non pas ferro-cya-
nure) de potassium, une trace, c’esi-a-dire
gros comme une téte d’épingle en général.

Cette solution doit étre préparée a frais pour
chaque nouvelle fois. Le ferri-cyanure doit
étre tout A fait dissous. Agiter le liquide. Laver
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vos doigts. Durée du bain - 1/2  minute.

4° Laver a fond dans de I'ecau distillée.

o° Bain dans une quantité suffisante de solu-
lion de potasse caustique & 10 0/0. Durée du
bain: 1/2 minute. Ce bain a pour tache d’éli-
miner le ferri-cyanure, dont la présence occa-
sionnerait plus tard un précipité bleu.

6° Laver & fond dans eau distillée. Pendant
ce bain, on prépare le liquide de réduction n I -

Solution d’acide sulfurenxy. 9 ¢. cubes.
Teinture d’iode &4 3 0/0.... 10-13 goultes.

M.

Ce mélange doit se faire dans un tube
gradué.

1° Dés que le mélange est obtenu, on sort la
coupe en la péchant soit avec un morceau de
papier Joséphe, soit avec laspatule en platine,
et on la dépose telle quelle sur une cupule.
Cela fait, on reprend le mélange de réduction I
el on y ajoute une goutte d’une solution de
perchlorure de fer (du Codex allemand) et I'on
agite. A ce moment, on arrose la coupe avec
une quantité suffisante de liquide, de facon a
la couvrir complétement, mais en empéchant
que la coupe nage, car, dans ce cas, on ne la
saisirait, plus tard, plus assez rapidement ; la
coupe rougit presque instantanément. On se
hite de verser le liquide et de plonger Ia
cupule et la coupe dans un récipient plus
grand, contenant de ’eau distillée.

8" Lavage rapide & I'eau, dans laquelle la
coloration rouge s’accentue encore; puis, vive-
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ment, aprés avoir placé la coupe Surun porte-
objet, on donne:

9o Le bain de déshydratisation d’une duree
moyenne de 5-10 minutes.

10 Essence de girofle.

11° Baume de Canada. Couvre-objet.

Dans le liquide réductif, la coupeé doit se
colorer en rouge; mais, comme *la manipula-
tion, aussi rapidement menée qu’elle soit, peul
faire durer le bain au dela du temps preserit,
il faut se contenter d’une coloration rose et,des
quon constate celle-ci, sortir la piéce et la
plonger dans I'eau, ou elle rougit plus énergi-
quement. '

On peut se passer du bain au ferri-cyanure
et le remplacer simplement par le bain & la
solution de potasse caustique & 10 0/0. Durée
du bain : également 1/2 mipute.

Méthode II. — Préparer a Pavance les solu-
tions suivantes :

Solution A. — Ajouter a une certaine quantité
de teinture d’iode & 3 0/0 autant de chlorure
de zinc qu’il en faut pour colorer le liquide en
jaune ou jaune-blanc. Cette solution se con-
serve bien. Cest la solution de zinc.

Solution B. — Préparer unt solution satureée
de phosphate de fer dans de leau distillée
(ferrum phosphoricum). Cest la solution de
fer.

1o La coupe faite passe dans le liquide
suivant:

golution de chlorared’or a1 0/0. 5 c. cubes.
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D’ane soluliop saturée de va-

nadate d‘annm,u}i,uqln:-._ ovae 10 gouttes,
- Acido chlorhydrique :
M.

......... } —

Durée de ce baip - 2 heures,

2° Laver A I’ean distillée, _

8" La coupe passe ensuite dans Je liquide
suivant, pour 1/2-1 minute :

Solution de potasse caustique
S0 DM s s i J ¢. cubes

Solution de vanadate d’am-

TOUTAHE. ok o s Trace,
Solution de Permanganate

de potasse a 10 Ollov<y = %1 gouttes,

M.

4o Lavage A I'eay distillée. Pendant que la
toupe séjourne dans 'eau, préparer le liguide
de réduction no I -

Solution de zine I i -« 15 gouttes.
Baal distillep, B0 ol w ol 3 ¢. cubes,
Solution de fer ()es vl .+ 3-5 gouttes,
Solution d’acide sullureux. , 3 ¢. cubes,

M.

Au moment o I'on ajoute l'acide sulfureux,
il se forme un précipité abondant et concentré ;
c’est A cet instant précis que la coupe doit
étre plongée dans le liquide réductif. Prendre
les mémes précautions que pour la méthod:e I

o” Lavage & l'eau distillge (o la coloration
s’accentue).

6° Bain d’alcool absoly.

1° Essence de girofle; et 8¢ Canada, ete.



. COLORATIONS I‘}HK’I'ES : 259

On peut remplacer le vanadate d’ammo-
niaque parune quantité correspondante d’acide
chlorhydrique,le phosphate de fer parle nitrate
de fer. Suivre les prescriplions de la méthode
3 la leltre; avoir les solutions a portée de la
main ; les solutions seront préparées dans
Pordre que nous indiquons. Ces méthodes
paraissent,d premiére vue,un pe compliquées;
cependant, avec un peu d’habitude, elles ne
donnent pas plus de peine que d’autres qui
passent pour simples. Il est souvent possible
de juger déja macroscopiquement si une piece
se préte & ces méthodes. Si sur une coupe faite
au rasoir, la substance grise est grisatre, blan-
chatre, et la substance blanche foneée, comme
noire, la piéce ne donnera pas de bons résul-
tats; c’est dire que la dilférence de couleur
entre la substance blanche et la substance grise
ne doit étre que trés peu marqueée. Il est bon
de débuter par la méthode I. Elle est plus
simple; en outre, aumoyen du bain de polasse
caustique, on peul constater la différence de
coloration dont nous parlons entre les subs-
tances grise et blanche. Ces méthodes appli-
quées exactement fournissent des résultats
surprenants. Les préparations faites par l'au-
leur, que nous avons eues sous les yeux, défient
toute critique; celles que nous avons obtenues
nous-méme sont fort belles. Les cellules et
les cylindraxes sont colorés en un beau rounge,
les gaines sont incolores ; d’autres fois, sui-
vant la nature de la piéce et sa leneur en
sels chromiques, les gaines seules le sont
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et les cellules sont mojns ou pas colorées,

XXXV. Méthode qu palladium (30-5).

Les piéces doivent durcip dans le liquide de
Miiller. Ne jamais les laissep €n contact avee de
I'alcool. La lame du microtome sera mouillée
avec de I'eau. Dans Jes différentes manipula-
tions auxquelles on Soumet les coupes, se
servir d'instruments nop meétalliques.

1o La coupe faite est immergée pendant 3
minutes dans le mélange suivant :

Chlorure de palladium...,, ... 1 gr.
B drshllee 00 e i S S0 2,000 —

M.

La quantité de liquide employé ne peut pas
servir une seconde fois.

Le flacon qui contient cette solution sera
enveloppé de papier rouge ou noir et sera placé.
hermétiquement bouch¢, dans une chambre
noire.

2° La coupe est lavée dans de lean distillée.

3¢ Elle passe dans une quantité suffisante
du mélange suivant :

Ghloxure 2ot o) G 1 gr.

Eau distillée (environ).......... 5 lilres.

M.

Ge mélange doit étre légérement acidifia par
de 'acide chlorhydrique.
4° La soucoupe blanche qui contiendra ce
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bain est exposée, pendant environ 24 heures
en tout, & laction de la lumiére (intensité
moyenne), jusqu’a ce que les dilférents fais-
ceaux de fibres accusent franchement une
coloration violet foncé.

50 Laver la coupe & fond dans plusieurs
caux.

6° Bain d’alcool.

7° Essence de girofle.

8° Résine de Damar.

Ces préparations ne supportent pas 'examen
au grossissement fort; elles donnent des ta-
bleaux d'ensemble convenables, mais & la con-
dition de les examiner au grossissement faible
ou moyen. Toutes les fibres ne sont pas tou-
jours teintes, ou également teintes; le plus
souvent, les grosses seulement sont colorées.
Au lieu d’employer une solution & 1/5000 d’or,
on peul se servir d’'une solution a 1/2-1 0/0;
dansce cas, il faut exposer a la lumiére (pas au
soleil!) moins longlemps.

Schiefferdecker (49) colore les coupes longi-
tudinales de la moelle dans une solution de
palladium & 1 pour 10000. Bain de 3-5 heures
de durée,jusqu’a coloration en bleu clair. Pour
les coupes transversales, employer le chlorure
d’or.

14



CHAPITRE VIII

Imprégnations metalliques.

(PRECIPITES NoN COLORES)

(LV° groupe.)
A, — METHODES FONDAMENTALES DE GoLGr.

XXXVI. Méthode au nitrate d’argent
de Golgi (61).

Dans son excellent traité d’histologie et de
technique microscopique, Stihr préconise,
comme celui donnant les meilleurs résultats,
le procédé suivant :

Les morceaux du S. N. C. destinés & étre
traités doivent étre enlevés du cadavre dans
un etat de fraicheur le plus complet possible.
Les morceaux de la moelle épiniére, comme
ceux de la substance cérébrale, du cervelet ou
de la moelle allongée, ne doivent, en général,
ne pas avoir plus de 2-3 centimétres de coté.
Il est essentiel d’employer les plus grands
soins de propreté dans le cours des manipula-
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tions préliminaires, et de ne toucher les mor-
ceaux que trés délicatement et sans les serrer.

On plongera les morceaux aussi rapidement
(que possible dans une large quantité de liquide
de Miiller, quon renouvellera fréquemment.
dans la suite. Six semaines environ sulfisent
pour les durcir. A ce moment-la, on peut les
traiter.

Préparer alors les solutions sulvantes:

Solulion a :
Solution de nitrate d’argent

ad 0y0.. ... R
Eau: distillée.......... i

M.

aa 25 ¢. cubes.

Solutionb :

Solution de nitrate d’argent a

L R R  atns e P 60 c. cubes.
Bad distillGe . 0 ia i e i e Al e—

Le morceau qu'on a I'intention de traiter cst
<orti du liquide de Miiller et, sans lavage preéa-
lable & l'eau, on le place sur une cupule en
verre. On l'arrose avec le liersd peu prés de la
solution a. Il se forme immédiatement d’abon-
dants précipités bruns ou rouge-brun. Le
liquide qui vient d'étre souillé est jeté. On
verse sur le morceau le second tiers de la solu-
tion a. Les précipités sont moins abondanls
que la premiére fois; on jette également cette
seconde portion du liquide, puis on verse le
troisieme tliers de la solution « de la méme
facon; an bou, d’un inslant, on le jetle éga-
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lement. La cupule ne contient plus que lemor-
ceauj celui-ci est reluisant alors et tout
couvert dune quanlité de petites paillettes
(des précipités) métalliques.

On sort délicatement le morceau en le
tenant entre deux petits morceaux de papier
Joséphe et on le place dans une autre auge ou
cupule trés propre, au fond de laquelle on aura
déposé une petite couche de papier a filtrer
blanc, le morceau sur le papier. Cela fait, on
arrose le tout avee la solution 4, de facon & ce
que le morceau soit abondamment recouvert
de liquide. Il séjournera dans ce bain Jusqu’a
nouvel ordre. Les morceaux peuvent rester des
mois entiers dans cette solution, sans danger
aucun pour la suite de la procédure. A partir
de ce moment, le morceau peut étre coupé,

Dans la régle, les morceaux se font au rasoir,
(qu’on mouille avec de I’eau distillée ; on fera
les coupes en coupant perpendiculairement a
la surface du morceau, et pon pas horizonta-
lement, c¢’est-d-dire parallélement i lasurface,
et comme s1 on voulait tailler le morceau a la
facon dun crayon. On peut aussi fixer le mor-
ceau avec quelques gouttes de celloidine B
sur un bouchon et couper au microtome.

La premiére coupe est tout a fait opaque,
fortement colorée en rouge-brun ; on ne peut
pas l'utiliser, il faut la jeter. Les coupes sui-
vantes sont meilleures, mais il faut parfois en
sacrifier quelques-unes avant d’arriver 4 en
avoir de convenables.

1° Un cerlain nombre de coupes obtenu, on
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les place de suile sur un porte-objet. On enltve
I’eau qui les baigne encore, el I'aspirant avec
an morceau de papier Joséphe et on recouvre
chacune des coupes d’une goutte de glycérine.
Pas de couvre-objet. On examine la prépa-
ration & nn grossissement faible ou moyen.
On découvre alors, a colé de nombreux préci-
pités noirs, qui sont surtont abondants a la
périphérie et qui ne se laissent pas éviler, les
cellules avec leurs prolongements. Toutes les
cellules ne sont pas visibles; quelques-unes
seulement d’entre elles sontimprégnées de par-
ticules meétalliques. Les coupes qui sulvront,
celles qui seront prises plus avant dans le
morceau ne montrent que de rares cellules
et, finalement, n’en montrent plus du tout.
Parmi les coupes ainsi placées sur le porte-
objet et examinées & la glycérine, on choisit
les mieux réussies et on les fait passer telles
quelles dans un bain d’eau distillée.

2 On les y lave soigneusement pendant 1-2-5
minutes.

3o De la, on les transporte dans le bain
d’aleool absolu.

ke Cela fait, on les plonge pour 2-5-8 minutes
dans la créosote pure (3 c. cubes environ dans
une auge & oiseaux), en veillant & ce que les
coupes qui reviennent trés facilement a la
surface du liquide avant d’étre complétement
lubréfiées par la créosote, restent 1immergées
dans le liquide. Elles ne doivent pas y flotter.

5 Aprés ce bain, on plonge la coupe dans
une quantité suflfisante de térébenthine (5 c.

| &.
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cubes dans une auge) et on I'y laisse pendant
9-10 minules, L'immersion compléte S’y fait
mieux que dans la créosote.

6° A ce moment, on place la ou les coupes
sur le porte-objet, on essuje soigneusement le
verre el on recouvre chacune des coupes d’une
goulte de Damar. Pas de couvre-objet,

On placera les préparations trés 4 plat dans
un endroit see, plutot frais, & I'abri de la
lumiére. Tant que la couche de Damar ne
S€ra pas complétement séche, on ne peut exa-
miner la préparation quau grossissement
moyen (80 fois, par exemple); en employant un
objectil puissant, on cour t le danger d’engluer
le verre au contact du Damar ; I'objeclif est
alors malaisé a netloyer et, comme pour dis-
soudre le Damar il faut employer du chloro-
forme ou de I'alcool absolu, on court le risque
de déluter les lentilles de F'objectif. Lorsque la
couche de Damar est séche, qu'elle ne colle
plus au doigt, on peut examiner la préparalion
au grossissement puissant (250-300 fois).

Un assistant du professeur Golgi nous a
mdiqué le procédé suivi dans le laboratoire de
ce savant; c’est, depuis lors, aussi a cetle mé-
thode que nous nous tenons. Pour éviter des
répélitions, nous nous bornons i un exposé
succinet du trailement, qui est plus expéditif
que celul proposé par Stohr, mais dont les
reésultats, au point de vue de la conservation
des coupes, lui sont inférieurs. Le procédé de
Stohr est plus exact, plus méthodique 5 tout y
est minulieusement pesé el mesureé, el son
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principal mérite git, & notre sens, en ¢ecl : que,
par I'acte de I'examen & la gl;,Lume on peut
constater de suile si les coupes & traiter ulté-
rieurement présentent des cellules impregneées
en suffisante quantité et d’une lacon satis-
faisante, ou non; dans ce dernier cas, on passe
i d'autres coupes ou a daulres morceaux,
sans perdre de lemps, de la peine et des 1n-
arédients au traitement subséquent de coupes
n'offrant pas d’intérét spécial. Toutefois, les
éléments histologiques sont, dans cet étal
d’'imprégnation métallique, si délicats, si fra-
giles, que, moins on aura de manipulations &
leur faire subir, mieux cela sera pour leur
intégrité future.

Les pieces & durcir doivent étre aussi Irai-
ches que possible; elles seront durcies dans le
liquide de Miiller. Changer le liquide une fois
au moins chaque semaine, et en tous cas
toutes les fois que 'on constate du trouble ou
un début de moisissures. Le récipient qui les
contient doit étre couvert et placé dans un
endroit complétement & 'abri de la lumiére.
On distinguera pour le traitement subséquent
les morceaux plus petits qui auront environ
I centimeétre de colé et les morceaux plus gros.
Le durcissement varie, suivant la grosseur des
pieces, de 1 1/2-2-3 mois. Le récipient doit étre
bien fermé. Le durcissement obtenu, on sort
les pieces dtrailer et on les plonge telles quelles
dans une abondante quantité d’une solution
de nitrate d’argent a 1 0/0.

Au boul de 24 heures ou moins, suivant
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!’intensité des précipités qui se forment, on
Jette cetle premiére quantilé et on la remplace
par son équivalent en volume d'une solution
de nitrate d’argent 4 1 1/2 0/0. Les petites
picces (1 centimétre de coté) Yy séjourneront
1-2-3 jours; les morceaux un peu plus gros,
quelques jours de plus;les morceaux plus gros
encore, 10-15-20 jours. Les bains de nitrate
doivent étre préparés et donnés dans un
endroit sec et & l'abri de la lumiére; les réci-
pients seront placés dans un meuble fermant
hermétiquement,

Aprés ce bain, les morceaux passent dans
de I"alcool & 50 0/0, en général pour 24 heures,
puis dans de I’alcool toujours plus concentré a
60, 70, 80, 90 0/0, ce qui s’obtient en quelques
Jours, pour arriver a 'alcool & 95 0/0, dans
lequel ils pourront séjourner des mois.

Quand on est pressé de couper, ces diffé-
rentes stations dans de I'alcool progressive-
ment renforcé peuvent élre réduites a quel-
ques heures, de facon a arriver a l'alcool a
95 0/0 au bout de 24 heures. Ce n’est alors
cependant qu'un expédient; les bains succes-
sifs doivent se donner également dans un
endroit clos et & I'abri de la lumiére, les réci-
pients toujours couverts. On coupe alors au
microtome ou au rasoir, en fixant la petite
piéce entre deux morceaux de moelle de sureau
ou de papier Joséphe, ou sur un bouchon au
moyen de celloidine B. Mais, dans ce dernier
cas, il faudra conserver le pelit bloe dans de
I"alcool 4 85-90 0/0. Pas d’enrobement propre-
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ment dit. Mouiller la lame de I'instrument avec
de I'alcool & 80-90 0/0,

1° Les coupes seront transportées, au fur et
3 mesure de leur fabrication, dans de 'alcool
de méme force.

2 La coupe est plongée pour 3-5 minules
dans de la créosote.

30 Puis pour 5-10 minutes dans de la téreé-
benthine.

4° La placer sur un porte ou couvre-objet.
[Issuyer soigneusement.

5° Couvrir chaque coupe d’une goutte de
Damar. Pas de lamelle couvre-objet.

Pour transporter les coupes d'un bain dans
'autre se servir d’une spatule en platine, ou de
fines pincettes, ou d’'un morceau de papier
Joséphe. Comme les coupes sont en général
pelites ou trés pelites, et que la manipulation
avec un porte-objet est parfois malaisée, on
remplace le plus souvent ce dernier par un
couvre-objet ou une lamelle sur lesquels on
place la ou les coupes. La préparation est-elle
séche, on fixe ce couvre-objet, mais renverse
(les coupes en bas), surun porte-objet en bois,
d’une épaisseur d’un porte-objet en verre et
sur lequel on aura découpé un disque d’envi-
ron 2-3 centimeétres de diamélre ; le couvre-
objet ou la lamelle reposera par ses angles sur
les bords de cet espace libre; on Iy fixe avec
une goutte de Damar ou de Canada (le verre
en haut, les coupes en bas), de facon a ce que
les coupes se trouvent étre situées vers le
milieu de I'espace libre. On a ainsi un porte-
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objet facile & manier, et toute possibilité d’en-
gluer I'objectif disparait; en outre, la poussiére
ne peut pas souiller les coupes.

XXXVIL. Méthode au sublime de Grolgi.

Les piéces destinées a étre lrailées ainsi
doivent avoir durei dans le liquide de Miiller
ou dans une solution de bichromate potassique
a 2 0/0. Elles doivent étre de pelites dimen-
sions, environ 1/2-1-1 1/2 centimétre de cote.
-Le liquide durcissant doit étre fréquemment
changé et étre employé en larges quantités.
Lorsque ces petits morceaux approchent du
terme de leur durcissement, on peut porter le
titre de la solution a 2 1/2-3-3 1/2 0/0. Les
petits morceaux y séjourneront 20-30 jours,
les plus gros 2-3-4 mois.

Le durcissement obtenu, les morceaux
passent dans la solution suivante :

Sublimé corrosif............. 0 &r. 25
Eau distillée........... ot s s 100 gr.
M.
Ou bien :
Sithlimé corrosify.-s . o s ; 0 gr. 50.
Eau distillée..... ... o o R 100 gr.
M.

('est affaire de tatonnement et dépend le
plus souvent de la nature de la piéce. Il faut
changer la solution aussi longtemps qu’elle se
colore en jaune.
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(Vest a la fin de cette période qu'on pourra
le mieux employer la solution a 50 0/0. Apreés
5-8-10 jours de ce bain, suivant le volume des
morceaux et leur degré d’imprégnalion, ce
dont on pourra s'assurer au moyen de coupes
d’essai faites au rasoir (les petits morceaux
sont quelquefois préts & étre coupés 4-5 jours
apres leur immersion dans ce bain), on pourra
couper définitivement. La réaction la plus
énergique a lieu d’ordinaire aprés 10 jours. En
général, 'imprégnation se fait d’autant mieux
que les piéces séjourneront plus longtemps
dans ce bain; sil’on n’est pas pressé de couper,
on peut les y laisser presque indéfiniment. A la
fin de cette imprégnation, les pieces ont & peu
prés I'aspect de la substance cérébrale a I'étal
frais. Pour étre coupés, les morceaux sont
{raités comme ceux préparés au nitrate d'ar-
cent. Il n’est pas nécessaire de faire des coupes
trés minces.

1° Les coupes faites doivent étre soigneuse-
ment et trés abondamment lavées dans de
I’ean distillée; 2°, 3°, etc., exactement comme il
est dit plus haut.

Au grossissement moyen, on apercoil un
certain nombre de cellules nerveuses et névro-
gliques qui apparaissent fortement colorées en
noir. Les prolongements avec leurs ramifica-
tions sont trés nets et se détachent d'une
maniére agréable pour l'eeil du fond de la
préparation.

Ce n’est pas le lieu de relever le mérite i
considérable des méthodes de Golgi, en cher-
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chant & énumérer les immenses services ren-
dus ainsi & la science par ce savant. Tout le
monde sait que c’est grice A ses méthodes
(Jue nous sommes arrivés enfin A la connais-
sance exacte des prolongements protoplas-
miques et nerveux, de leur mode de termi-
naison, etc. Les méthodes les plus récentes,
grelfées sur les procédés de Golyi, ont permis
a Hamon y Cajal, & von Kelliker, & d’autres
encore, des découvertes d’ordre supérieur rela-
tivement aux fibres sensibles, aux collatérales,
aux arborescences terminales, etc., toutes
choses qui jettent une lumiére nouvelle dans -
'étude du S. N. C. et qui ne se seraient
pas produites encore, sans les premiers tra-
vaux de Golgi et la vulgarisation rapide de ses
méthodes.

Dans le cours des modifications apportées a
ces méthodes fondamentales, les spécialistes
se sont appliquésa perfeclionner les différents
actes dont elles se composent. Ces perfection-
nements portent principalement sur une im-
prégnation plus égale et plus compléte sur
toute I’étendue des prolongements et de leurs
ramifications, plus fixe sur le corps méme des
cellules et sur une meilleure conservation des
préparations. _

Quand on examine une coupe selon Golgi, on
constate qu'un nombre trés restreint seule-
ment de cellules sont convenablement impré-
gnées sur un espace donné, que les cellules
nerveuses sont en moins grand nombre que
les cellules névrogliques, et I'on a formulé le
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reproche que ces méthodes n'imprégnaient
pas les éléments nerveux en assez grande
quantité. Loin de presenter un inconvénient,
ce fait constitue un avantage en ce que l'exa-
men d’une image est facilité par la concentra-
tion de I'eeil sur des éléments nettement 1solés.
Si toutes les cellules étaient également 1m-
prégnées, il ne serait pas possible, dans le
fourmillement dans lequel se trouvent ces
¢léments, d'en séparer l'une de l'autre assez
pour pouvoir en étudier avec fruit les prolon-
gements nerveux et protoplasmiques.

Ce qu’on peut reprocher avec raison & ces
méthodes, ¢’est Uirrégularité de distribution des
précipités le long du trajet d’'un prolongement
‘nerveuxet desfibresen général, plus encore que
sur les corps mémes des cellules. Elles sont, en
somme, capricieuses. Un second reproche trés
fondé a trait & la conservation des coupes. Les
combinaisons ou précipités formés se résor-
bent facilement, et les préparations deviennent
assez vite inutilisables pour I'étude. Greppin
a cherché & remédier au mal par sa méthode
qui permet 'emploi du couvre-objet. Fick (64),
pour empécher cette résorption, cetle fonte
des précipités, au moins dans une certaine me-
sure, propose de chauller légérement le porte-
objet, pour favoriser I’évaporation plus rapide
du liquide employé pour monter la coupe.

Sehrwald a cherché & rendre les prépara-
tions plus durables, en saturant tous les liqui-
des employés dans la méthode avec du bichro-
mate d’argent Il parait que les résultats sont

15
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parfois satisfaisants. En outre, pour empécher
la formation de précipités en excés, cet auteur
plonge les morceaux qui doivent étre coupés,
et apres le bain de durcissement, dans de la
gélatine. Aprés le bain d’argent, la gélatine se
dissoudrait dans un bain d’eau chaude (?).

Nous passons maintenant aux modifications
des méthodes de Golgi, qui constituent de réels
perfectionnements ; quant aux autres qui ap-
paraissent continuellement, nous préférons les
passer sous silence jusqu’a ce que l'épreuve
du temps ait sanctionné les résultats qu’elles
prétendent fournir.

B. — MODIFICATIONS DES METHODES DE GoLGI.

XXXVIIIL. Méthode de Flechsig (63).

Cette méthode a pour but de colorer les élé-
ments myéliniques des fibres, tout en démon-
trant la connexion des prolongements nerveux
avec le réticulum des fibres de la substance
grise. Les piéces traitées de cette maniére par
Flechsig- avaient pour la plupart séjourné un
an dans une solution de sublimé corrosif
A 1 0/0, aprés leur durcissement dansle liquide
de Miiller ou dans une solution de bichromate
de potasse & 2 0/0. Aprés durcissement, les
pitces passent dans la solution au sublimé et
peuvent donc y séjourner Irés longlemps j on

coupe. oy
1° La coupe faite passe dans un baind‘alcool

A 96 0/0.
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90 Bain de couleur qui dure 3-8 jours, & une
température de 35° C. dans l'étuve.
Solution colorante :

Extrait de campeche du Japon. L gr.
Aleool absblu,. SiaioNiia s v 10 —
Eau dislillde. . o, oo s vorenioas = o 900 —
Solution satureée deselde Glaa-
| ]y eSO, SIS e T R e
Solulion salurée d'acide tar- | =]
IQUe . s Ea T e )

M.

3° Chaque coupe passe 1solément dans 3 c.
cubes d’'une solution de permanganate de po-
tasse & 1/4-1/5 0/0, et y reste aussi longtemps
que la solution n’a pas perdu sa coloration
bleudtre. Ce virage oblenu, les coupes passent
dans la solution suivante, ou elles sont déco-
lorées. '

40 Solution décolorante :

ACTAE OXaIIUO: I 5 A o e s aiieie s = 7
Sulfure de potasse...:.; cesns § o =8
B vdiatillfe. S8 o o i Ak 200 —

M.

Si la décoloration n’est pas obtenue du coup,
on reportera les coupes dans le bain n° 3, puis
dans le bain n° 4, et ainsi de suite jusqu’d ce
que la coupe ait perdu sa teinte jaunitre.

3» La coupe passe alors dans le mélange
suivant :

Aleool abzoln

Solution de r.hlm*.uru d'or et
de potasse a 1 0/0...., .. o goulles.
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Jus_qu’a ce que les précipités de sublimé.
qui, vus en pleine lumiére, apparaissent blan-
E‘:hﬂtres, solent devenus entiérement noirs. of
Jusqu’a ce que les faisceaux des fibres nerveuses
alent pris une teinte bleuitre.

6 Lavage dans le liquide suivant :

BEangdishillas: .. o 20 gr.
Solution de eyanure de potas-
SIEN A BTN BN e 1 goutte.

M.

Sur ce liquide, la coupe ne doit que flotter
(pas d’immersion).

7° Bain d’alcool.

8° Essence de lavande.

9° Canada.

Les {ibres nerveuses sont rouges (couleur du
carmin), les cellules ganglionnaires et les pro-
longements protoplasmiques restent colorés
en noir fumé.

XXXIX. Méthode de Ziehen (62).

1° Les piéces, qui doivent étre coupées en
petits morceaux cubiques et provenir d’une
portion du S. N. C. parfaitement fraiche, ne
durcissent pas dans un liquide chromo-potas-
sique ; elles sont immédiatement plongées

dans la solution suivante :
Solution de chlorure d’or

g ()0 P ey R e

Solution d‘c sublimé cor-
rostf a4 0/0.:...5;

Parties égales.

M.
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Les piéces séjournent dans ce bain pendant
au moins 3 semaines; le mieux sera de les y
laisser pendant plusieurs mois (1-5). Ce n’est
que tout & fait exceptionnellement el pour de
courts instants qu’on pourra se servir de
'étuve, mais A une température peu élevée.
Pourvu qu’on emploie de grandes quantités de
liquide, il n’est pas nécessaire de changer ce
bain durcissant fréquemment. Les pieces ac-
quiérent dans ce liquide une coloration métal-
lique rouge-brun. Aprés durcissement conve-
nable, une pi¢éce peut étre coupée sans avoir
passé par un enrobement spécial ;il suffira de
la coller sur un bouchon et de procéder aux
coupes.
~ 2° Les coupes faites sont plongées dans de
['alcool ; elles y prennent une couleur bleue ou
noire, qu'on reconnait en les examinant au
grossissement moyen, et qui parait plutot
brune ou noir brun & I'ceil nu.

3° Le bain donné, on immerge les coupes,
pour un temps qui varie en durée et qui dé-
pend de I'épaisseur des coupes, dans le bain
de différenciation, constitué par une solution
de lugol au 1/4, ou a défaut dans une solution
alcoolique de teinture d'iode au 1/4.

4° Lavage soigneux dans de l'alcool absolu.

5° Essence de girofle.

6° Baume de Canada.

[l faut éviter le contact avec des instru-
ments métalliques. A examen microscopique,
éviter que la lumiére solaire direcle ne frappe
la platine sur laquelle repose le porte-objet.
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Les résultats de laméthode sontles suivants :
les fibres & myéline et celles sans mycline, les
cellules nerveuses avee leurs prolongements
sont colorées en bleu-gris. Le nombre ‘des ceol-
lules colorées est plus grand que dans les
préparalions obtenues par les méthodes de
Golgi; les ramifications des prolongements
sont moins nombreuses. Le noyau et le nucléole
des cellules sont nettement colorés et différen-
ciés 'un de Iautre. Les contours des cellules et
des noyaux sont particuliérement nets, 'inté-
rieur méme des cellules est peu coloré (im-
prégné) et apparait comme saupoudré de
bleu-noir (précipités meétalliques) et presque
transparent ! '

La coloration et la décoloration, ¢’est-a-dire
la_différenciation, ne sont pas toujours cons-
tantes. Avec un peu d’exercice dans la mani-
pulation du bain au lugo! ou a I'iode. on
arrive assez facilement & saisir le moment ofl
le bain doit cesser. L’étude comparative des
coupes non différenciées et des différenciées
est instructive. L’auteur a essayé, en outre, sa
méthode sur des pitces durcies dans une
solution de bichromate potassique ; les piéces
passaient aprés durcissement dans le bain d’or
et de sublimé, et y séjournaient plusieurs se-
maines. Il coupait ensuite et différenciait avec
I'iode. Le corps méme des cellules apparaissail
alors tout a fait incolore, trés exactement
défini ; les prolongements protoplasmiques
élaient nettement dessinés en noir, par le fait
des précipités particuliers a la procédure. Ces
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préparations sont excellentes pour I'étude de
la continuité duprolongement protoplasmique
et du prolongement merveux avec les diffé-
rents territoires de la cellule. Le grand avan-
tage de la méthode parait se trouver dans le
fait que les fibres & myéline se colorent régu-
licrement et que la structure intime du corps
de la cellule n’est pas marquée, comme cela a
lieu dans les préparations traitées selon Golgi,
par un amalgame noir qui ne laisse rien dis-
tinguer.

XL. Méthode de Gireppin (65).

Les coupes du S. N. C. qu’on voudrail colo-
rer suivant cette méthode doivent, de méme
que les pieces d’out elles proviennent, avoir été
fraitées suivant la méthode de Golgi ou celle
de Ramony Cajal et de von Keelliker.

1* La coupe colorée par un de ces procédés
passe directement dans une faible solution
aqueuse d'acide hydrobromique (2-3 0/0).

Elle y séjourne jusqu'a ce qu'elle ait pris
une coloration blanchatre (les précipités de
chromure d’argent s’y transforment probable-
ment en précipités de bromure d’argent).

2° Lavage rapide & 'eau distillée.

3° Lavage & l'alcool.

4° On transporte la coupe dans une cupule
contenant de l'essence de girofle. La coupe
nage ou {lotte sur 1'essence.

5 On expose le lout & la lumiére solaire
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aussi intensive que cela est possible pendant
quelques minutes.

Les éléments nerveux, qui sous laction de
Facide hydrobromique s’étaient presque com-
plétement décolords, réapparaissent mainte-
nant énergiquement colorés en noir, et restent
tels dans la suite.

6° La coupe est montée au Canada. Coupre-
ohjel.

Pour obtenir une coloration double, on fait
passer la coupe, aprés le bain d’essence de
girofle, dans un bain d’alcool. Cela fait, on la
laisse pour 6-10 heures dans une solution
d’acide chromique & 1/2 0/0, on la colore
I'hématoxyline selon Weigert ou Pal et on lui
fait subir le traitement subséquent prévu par
ces méthodes et la méthode de Greppin. Cet
acte du procédé peut étre sensiblement rac-
courci si, au lieu d’employer une solution
d’acide chromique froide, on chaufle le liquide
contenant la coupe dans une cupule de por-
celaine jusqu’a abondant dégagement de va-
peur. ;

Lorsqu’apreés avoir ainsi traité une coupe jus-
que et y comprisle n® 5 (bain d’essence de giro-
fle) et I'exposition solaire, on la plonge dans
une solution d'hyposulfate de soude & 1 0/0
(natrium subsulfurosum), on obtient de belles
images, plus nelles que les aulres, parce que
les précipités formés en dehors des cellules se
dissolvent dans ce bain, et que I'imprégnation
intra-cellulaire seule persiste.

Les coupes ainsi (raitées se conservent
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longtemps intactes; on emploie des couvre-
objets (lamelles).

On essaiera aussiles modifications suivantes,
apportées par Greppin a la méthode de Golgi :

. — Immédiatement aprés une aulopsie, ou
bien aprés un trés court séjour dans le liquide
de Miiller, on plonge de petits morceaux des
piéces & examiner dans le liquide suivant :

Solulion d’acide hyperosmique

I 1 LSS S 2% e et e 2 parties.
Solution de bichromate de po-
tarse ad 0l e s satiat g —

M,

ou ils durcissent.

Aprés 2-3 jours de ce bain, on traite les
morceaux au nitrate d argent.

Le procédé de Golgi est ainsi accélére. Le
plus souvent, on voit une grande quantité d’élé-
ments bien imprégnés.

[I. — Au lieu d’employer le nilrate d’argent,
Greppin se sert du sublimé, mais dans les con-
ditions suivanles :

Les piéces qui auront séjourné au moins 6-8
semaines dans le liquide de Miiller passent
directement dans une solution aqueuse de su-
blimé corrosif & 1/2 0/0. On changera chaque
jour le liquide. Aprés 3-4 semaines, on oblient
de belles images, qui sont plus durables
lorsqu’on les traite subséquemment encore, sui-
vant Pal, dans une solution de sulfide de soude
a1 0/0.

1o.
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XLI. Méthode de von Keelliler
el amon y Cajal (67).

La méthode qui va étre décrite, et qui a
donné & ces savants des résultats SI remar-
(quables, ne peut étre employée que sur
des piéces provenant d’embryons ou tout ay
plus de sujets nouveau-nés.

On enléve délicatement, et en faisant attention
d ne jamais toucher les pidces en cayse avec
les doigts, le S. N. C. dans son entier (moelle
spinale et cerveau) avec les enveloppes (dure-
mere spinale et cérébrale) intactes. Pour cela
faire, il faut se servir de pincettes et de
ciseaux courbes et pointus, ou d’un scalpel 4
pointe effilée. '

1° Ces organes sont soigneusement étendus
sur la table de travail, puis on fend la dure-
mere spinale et médullaire dans toute sa lon-
gueur et en la rabattant de chague coté, de
fagon & mettre & nu le tissu nerveux propre-
ment dit. Avec un rasoir, on fera des sections
transversales sur la moelle spinale, de facon
obtenir des morceaux de 3-4 millimétres de
longueur, mais en coupant de telle sorte qu’ils
continuent & rester attachés par un de leurs
cotés externes a la dure-mére, qu'on ne sec-
tionne done pas. Cela permettra pour chaque
morceau une orientation exacte. Cela fait, on
sectionne le cerveau en 2-3 morceaux princi-
paux, la moelle allongée et les parties avoisi-
nant la moelle spinale également en plusieurs
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morceaux de quelques millimétres de colé
chacun. _ '

9s Une partie de ces morceaux est Immergee
de suite, soit par groupes, soit chaque mor-
ceau isolément, dans une large quantité du
liquide suivant :

Solution de bichromate de po-
tasse 4 S0/0......cciivacnns 4 parties.
Solution d'acide osmique a 10/0 1 partie.

M.

Au point de vue de la quantité & employer,
il faut compter au moins 40-50 centimetres
cubes pour chaque petit morceau a traiter,
davantage pour les gros. Quelques heures
aprés cette immersion, on changera le liquide.
Mais,comme le prix de I'acide osmique est trés
élevé, on pourra se servir de nouveau de la
premiére quantité de liquide employée pour le
premier bain pour les morceaux qui suivront.
La quantité employée pour le second bain
pourra servir également plus tard comme se-
cond bain.

3° Aprés avoir séjourné 1-1 1/2 jour dans le
mélange, les morceaux passent dans une quan-
lité suffisante d'une solution de nitrate d’argent
a 1/4 0/0. Durée du bain : 1/4-1/2 heure.

4* De ce premier bain de nitrate les mor-
ceaux passent dans une seconde solution de
nitrate d’argent et a 0,75 0/0, dans laquelle ils
doivent rester pendant 30-48 heures. Pour ce
bain également, il faut employer de grandes
gquantités de liquide.
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- 9° En sortant de ce bain, les morceaux sont
plongés dans de I'alecool -a 40 0/0. A partir de
¢e moment, on peut couper, ou bien avee un
rasoir en lenant le morceau enlre les doigts,
ou bien, ce qui vaut mieux, au microtome,
apres avoir enrobé le morceau i la celloi-
dine. i |

Si Pon se décide & enrober le morceau, il
faudra, au préalable, lui donner un bain d’une
heure dans de I’alcool absolu et, cela fait,
I'arroser de celloidine en le laissant également
pendant une heure s'imprégner convenable-
ment dans cette substance. De suite apres ces
manipulations, les morceaux deyront élre
coupés, car, pour peu qu’ils attendent alors,
ils s’allérent et finissent par se giter comple-
tement. On ne peut pas les conserver tels
quels plus de 24 heures.

6° Les coupes failes au microtome — avoir
soin de mouiller abondamment la lame avec
de I'alcool a 40 0/0 — passent pour 1/4 d’heure
dans de la créosole.

7° Puis, pour quelques minutes, dansla téré-
benthine. »

8 On les monte au baume de xylol, sans les
couvrir d'une lamelle. Les morceaux qui n’au-
raient pas élé coupés peuvent se conserver
encore un certain temps dans I'alcool & 40 0/0
(ceux qui n’ont pas été enrobés), mais a la
longue ils s’altérent et au bout de 2-3 semaines
ils ne sont plus ulilisables. Les coupes, par
contre, qu’on plongera dans de I'alcool & 40 0/0
s’y conservent encore assez longtemps, jusqu’a
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plusieurs mois méme, d’aprés ce qu'ont pu
observer les auteurs. _
Golgi (68) a modifié -ce procédé en cecl:
qu’il accélere le durcissement en remplacant
la liqueur de Miiller par le mélange suivant :

Solution d’acide osmique a 1 0/0. 2 volumes.
Solution de bichromate de po-
bABEE A2 01D, s e susiaimievia s b =

qui différe quelque peu de celui employé
par Ramon y Cajal et von Kelliker. En sor-
tant de ce bain, les morceaux passent dans une
solution de nitrate d’argent & 75 0/0, ou ils
séjournent de 24 heures & quelques jours. Les
coupes faites & la main, aprés enrobement
superficiel & la celloidine ou sur le morceau tel
quel, sont lavées rapidement dans de I'alcool
a 40 0/0 et déshydratées & Talcool absolu.
Térébenthine, eréosote, xylol, Canada.

Le liquide employé par Ramon y Cajal a la
formule suivante :

Bichromate de potasse.... 3 volumes.
Acide oSmigque.. .. ..o00 0. 28 =
Enu distillées.  ceoeyans 100 —

et differe, comme on le voit, un peu du
liquide préconisé par von Keelliker.

XLIL. Méthode d’Obregia (69).

_L’auteux_' applique aux coupes provenant de
pljéceﬁ traitées suivant la méthode au nitrate
d’argent de Golgi le virage des pholographes.
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Sous l'action du chlorure d’or, le chromate
d’argent se transforme en chromate d’or.

1° Les coupes faites passent, sans étre lavées
i I'eau, dans le mélange qui suit :

D’une solution de chlorure d’or
g 000 R e A 8-10 goultes.
Aiconlyabspl s Shme s N 10 ¢. cubes.

Ce mélange doit étre préparé 4 nouveau
pour chaque fois et étre exposé pendant une
demi-heurea I'action de lalumiére diffuse avant
que de I'employer. La durée de ce bain, qui
doit se donner dans une chambre noire, estde
15-20 minutes.

2° La coupe est rincée dans de l'alcool a
50 0/0.

3° Lavage rapide & I'eau distillée. :

4° Bain de 3-10 minutes dans une solution
d’hyposulfite de soude a 10 0/0.

2° Lavage & fond dans de 1'eau.

A ce moment, on peut colorer complémen-
tairement au carmin ou & I’hématoxyline, ete.
On déshydrate et on monte.

Dans le bain aurique, les images s'effaceft
quelque peu, les fines ramifications ner-
veuses se décolorent.

Pas d’instruments métalliques durant tout
le cours de ces manipulations. Golgi (3) lui-
méme applique actuellement le procédé du
virage pour ses coupes et recommande pour
la coloration complémentaire (ou double)
'emplol d'une solution trés diluée de carmin

acide.
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XLIIL. Méthode de Cox (10). »

La modification suivante a pour but princi-
pal de rendre I'imprégnation métallique plus
éaale, de facon & ce qu'un plus grand nombre
de cellules avee leurs prolongements complets
puissent étre reconnues sur uneseule et méme
coupe. :

L’auteur fait agir le sublimé et le bichromate
simultanément sur les tissus, au moyen de la
solution suivante, dans lagquelle un morceau
sé¢journera deux ou plusieurs mois avant d’étre
coupé:

Solution de bichromate de

potasse a 5 0/0..........

Solution de sublimé corro-

sif & 5 0/0., Ko ST |

Eaw distillEe. ..k oveeets 0=40 —
M.

- aa 20 volumes.

Le traitement des coupes est le méme que
pour la méthode de Golgi.

Pour réduire la réaction acide du liquide
de durcissement au minimum, I'auteur ajoute
au mélange en question 16 volumes d’une
solution de chromate de potasse jaune & 3 0/0
el a réaction alcaline. |

Sur des coupes provenant de pitces n’ayant
sejourné que peu de jours dans ce liquide
\2-4 jours), on constate dans les cellules et les
prolongements des précipités granuleux jau-
nes. En traitant ces coupes avee une solution
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faible d’ammoniaque ou de carbonate de
soude, les précipités deviennent noirs.
L'imprégnation en question consiste proba-
blement dans une réduction de sublimé, mis
en contact avec le bichromate potassique, en
une nouvelle combinaison mercurique. Cette
réeduction-imprégnation dans l'inlimité des
tissus n’est pas constante cependant (3).
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