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PREFACE

Les travaux pratiques d’histologie ont et doivent avoir
une grande importance. Il ne s'agit pas de faire de tous
les étudiants de véritables techniciens, mais bien de meltre
sous leurs veux un grand nombre de préparations des-
tinées & compléter I'enseignement donné au cours. L'exa-
men de ces préparations est la base de l'instruction
anatomique, et c¢'est la partie qu'il importe surlout de
développer dans les exercices pratiques, de préférence
a la technique proprement dite.

Cependant la plupart des préparations histologiques ne
peuvent éire bien comprises, et leur étude ne peul donner
lous ses fruils, que si les éleves appelés & les examiner
connaissent la maniére dont elles ont été faites et savent
pourquoi telle particularité de struclure esl mise en évi-
dence dans chacune d'elles plutol que telle autre. En
conséquence, si 'on veul pouvoir consacrer a l'examen
de préparations toules faites la majeure partie du lemps
reserveé aux travaux pratiques, il faut que les éleves
arrivent au laboratoire connaissant déja les principes de
la technique. Cette connaissance peut s’acquérir aisément
par la lecture d'un livre, sans qu’il y ait besoin de

.{



I PREFACE

[réquenter le laboratoire, car les regles d'une fixalion,
d'une inclusion, d'une coloration, ete., reposent sur des
lois de physique et de chimie faciles & comprendre en
dehors de toute application.

Guidé par ces considéralions, j'ai écrit ce précis en pour-
suivant un double but :

1° Fournir aux étudiants en médecine un guide pour les
travaux pratiques d'histologie ;

2° Donner un exposé suffisamment détaillé des méthodes
histologiques, et un nombre assez grand d'exemples de
leur application, pour permettre & tous ceux qui le vou-
draient, de faire, sans autre guide, de bonnes préparations
d’analomie microscopique.

Ce Préeis est divisé en Lrois parlies.

La premiere eslt consacrée & la descriplion du miecros-
cope, des instruments usuels et a Uindication des prinei-
paux réactifs, Les détails d'oplique ont été volontairement
¢courtés pour donner plus de place au mode d'emploi
du microscope. De méme il n'a pas été fait une histoire
chimique des réactifs indiqués, mais seulement un court
exposé de leurs propriétés et de leurs usages dans la
technique histologique,

La deuxieme partie renferme les méthodes générales :
examen direct, fixation, coupes, colorations, monlage,
injections et enfin un court chapitre de photographie
microscopique. Les méthodes exposées 'ont éLé avee beau-
coup de détails et jai précisé les indications de chacune
d'elles en méme temps que ses avanlages el ses incon-
vénients. Ainsi j'ai fait ressorlir les dégals causés aux
tissus, dans cerlaines conditions, par linclusion a la

paraffine. J'ai aussi beaucoup insisté sur l'interprétation
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des résultats donnés par certaines méthodes, considérdes
a tort par les débutants comme absolument spéciliques,
ot qui étendent cependant leur action sur daulres élé-
ments que ceux pour lesquels elles onl été spécialement
instituées. La méthode de Golgi, par exemple, n'agil pas
seulement sur les fibres et les cellules nerveuses; aussi
faut-il se garder de considérer tous les éléments quelle
peut colorer comme des éléments nerveux.

La troisieme partie comprend l'exposé d'un eerlain
nombre de méthodes ou de procédés deslinés & meltre
en évidence telle ou telle particularité de la structure des
tissus. Il a été emprunté beaucoup pour celle parltie au
Trailé¢ de Technique de Ranvier, qui est et restera long-
lemps un modele du genre.

Grice a la générosité de I'éditeur, M. O, Doix, j'ai pu
faire représenler un certain nombre de figures en cou-
leur, reproduisant assez fidelement les teintes données
aux préparations par les réactifs colorants. Je ne saurais
trop remercier 'éditeur des sacrifices qu'il a faits pour
oblenir ce résullal — certaines figures onl exigeé plus
de dix tirages, — car cetle innovation anugmente heaucoup
la valeur didactique du texte. En effet, il ne s’agit pas la
de couleurs conventionnelles, choisies arbitrairement,
“mais bien de teintes réelles, reproduisant a trés peu de
chose prés Faspect que présentent les préparalions apres
I'action des réactifs colorants. Or, ¢'est la une indication
lres importante pour lapplication de ces réactifs, car
lres souvent, faute de sétre bien rendu comple des
elffets qu'ils doivent donner, les débutants ne les emploient
pas d'une facon convenable, et n'en obtiennent pas les

résultals cherchés. Grace & ces dessins en couleur, grice
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aux Indications spéciales et aux détails donnés dans le
lexte, jespere que ce Précis pourra remplir le double but
en vue duquel il a été éerit.

M. BourGuer, vélérinaire de 'armée en relraile, ma
donné d'utiles indications pour la rédaction du chapitre
Mieroscope, 1l a bien voulu aussi fabriquer pour moi son
oculaire indicateur si commode, deux ans avant de le
faire connaitre au public. Je I'en remercie vivemenl.

M. Lupovic Cuatenier, préparateur d'histologie a la
Faculté de Médecine, a fait la plupart des dessins origi-
naux de ce livre. Sa morl accidentelle, survenue récem-
menl, me laisse le regret de ne pouvoir rendre hommage
ici qu'd sa mémoire.

Enfin, je dois aussi des remerciements & M. ABanig,

externe des hopitaux, qui a fail plusieurs dessins.

.. VIALLETON.

Montpellier, le fer juillet 18949,



PRECIS

TECHNIQUE HISTOLOGIQUE
ET EMBRYOLOGIQUE

PREMIERE PARTIE

INSTRUMENTS ET REACTIFS

La premiére partie de ce livre est consacrée i la descrip-
tion du microscope, des instruments et & l'indication des prin-
cipaux réactifs usités en histologie. Nous n'avons pas cherché
a donner une description absolument détaillée des instru-
ments, d'antant que ces derniers varient beaucoup dans leur
construction suivant les divers fabricants, mais nous nous
sommes seulement proposé de donner des idées précises el
exactes sur leur mode d’emploi et sur les raisons qui pous-
sent a choisir telle ou telle maniére de s'en servir,

CHAPITRE PREMIER

MICROSCOPE

Le microscope est composé d'une partie mécanique plus ou
moins compliquée qu'on appelle la monture ou, avec les
allemands, le statif, et d'une partie oplique comprenant des

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE, 1



2 INSTRUMENTS ET REACTIFS

objectifs des oculaires el des appareils d'éclairage (miroir et
condensateur).

§ 1. — MoxNTURE

La monture du microscope comprend une base ou pied sup-
portant une colonne qui porte & son tour le tube du micros-
cope, la platine et le miroir.

1° Pied. — Le pied est de forme variable, trés souvent en
fer & cheval. Il importe qu’il soit lourd pour donner de la sta-
bilité & l'instrument. Par extension, on désigne quelquefois
sous le nom de pied la monture tout entiére,

2° Colonne. — La colonne est unigque ou brisée, c'est-i-
dire formée de deux parties unies entre elles par une forte
articulation en genouillére | située au-dessous de la platine.
Cette articulation permet d'incliner en arriére la partie supé-
rieure du microscope, de telle facon que I'ouverture du tube
portant loculaire soit amenée plus aisément i la porlée de
I'eil de l'observateur. La platine, suivant 'inclinaison donnée
a la partie supérieure de la colonne, devient alors oblique et
la préparation placée sur elle glisse en arriére si elle n'est
maintenue par 'observateur, ou par les valets dont nous parle-
rons plus loin. G'est la un inconvénient grave qui doit limiter
dans la pratique 'emploi-de I'inclinaison du microscope. En
effet, comme 1l convient de parcourir sans cesse I'étendue d'une
préparation, il est bon, lorsqu’on promeéne cette derniere sur la
platine , qu'elle demeure immobile & I'endroit o on I'aban-
donne afin qu’on puisse I'examiner & son aise sans étre obligé
de la maintenir. Cest ce gui arrive avec les platines horizon-
tales et non avee celles qui sont ineclinées. On pourra donc se
servir de linclinaison du microscope pour examiner plus i
son aise un point de la préparation fixée par les valets ou par
une platine & chariot mobile, mais il faudra I'éviter en dehors
de ces cas.

Le sommet de la colonne porte une vis micrométrique hori-
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zontale avec laquelle on imprime au tube des mouvements
d’élévation et d’abaissement tres réguliers et de petite ampli-
tude pour la mise au point. Cette vis doit étre de construc-

Fig. 1. _Fig. 2.
Microscope muni d'une crémail- Microscope sans crémaillére
lére, d'un revolver et d'un éelai- et sans revolver.

rage d'Abbe.

tion trés soignée, et le ressort qu'elle actionne dans I'épaisseur
de la colonne doit répondre exactement au moindre mouye-
ment imprimé i la vis.

Dans.-les modeles trés complels, la vis micromélrique porle
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des divisions réguliéres, dont chacune correspond & un dépla-
cement fixe trés minime , par exemple-de 1/100° a 1/400° de
millimétre, Une aiguille on un repére permet de voir com-
bien on a parcouru de ces divisions dans un sens donné pour
mettre au point deux détails su-
perposés dune préparation, el
par suite de savoir la distance
verticale qui les sépare I'un de
'autre.

3° Tube. — Le tube du mi-
croscope est rattaché i la colonne
par une picce métallique hori-
zontale ou oblique qui forme
comme une sorte de bras qu'on
appelle polence. Dans les mo-
deles simples ce bras porfe une
douille dans laquelle glisse le
tube d frottement dur. Les grands
mouvements de déplacement du
fube se font alors en enfoneant
ce dernier dans la douille ou en

. 'en retirant. Ces mouvements
Vis micrométrique (Rewcnert).  doivent élre produils en impri-

mant en méme temps au tube
une rotalion sur lui-méme.

Dans les grands modeles les mouvements rapides de déplace-
ment du tube se font a I'aide dune crémaillére actionnée par
un pignon relié & une large vis latérale.

Le tube est formé de deux cylindres emboités et glissant
I'un dans 'autre & frottement doux. Le cylindre intérieur pré-
sente une graduation qui permet de donner & I'ensemble des
deux tubes une longueur déterminée, ce qui a, comme on le
verra plus loin, une cerfaine importance. La parol interne des
tubes doit étre noircie d'une maniere parfaite afin d’éviter tous
les reflets qui pourraient se produire.

On visse les objectifs & la partie inférieure du tube. Le plus
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souvent ce dernier est muni d'un appareil spécial qui permet
d’avoir plusieurs objeclifs tout préts & élre amends successi-
vement sur 'axe optique de l'instrument. Cest le revolver.
Le revolver est & deux ou trois objectifs. Son emploi facilite
beaucoup l'étude parce quon n’a pas besoin de dévisser 'ob-
jectif pour le remplacer par un antre lorsqu’on veul changer
de grossissement, el qu'il suftit d’amener sur le tube, a l'aide

A
L ITATETT]

|

Fig. 4. Fig. 5.
Coulisse porte-objectil La wmeme, objectil en place
(Ze1ss). (ZEISS).

d'une légere rotation du revolver, objectif désiré. Il importe
que le revolver soit bien centré, de maniére 4 amener loujours
le centre du nouvel objectif sur le point qu'occupait le centre
de I'objectif précédemment employé,

Comme un bon centrage des revolvers est parfois assez dilfi-
cile, on aimaginé un appareil changeur a coulisse qui permet
de glisser I'objectif que 'on veul employer a la place de celui
que Fon vient d'enlever. La manwuvre est rapide et le cen-
trage, fait par 'observateur lui-méme une fois pour toules, est
toujours parfait. Les figures 4 el 5 donnent une idée suffi-
sanle de celte disposition.

4° Platine. — La platine est une sorte de table horizontale
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porlée par la colonne, et percée en son centre d'un trou par
lequel arrivent sur la préparation les rayons lumineux re-
cueillis par le miroir. Elle est entitrement en métal (cuivre
noirei) ou bien sa surface supérieure est formée d'une plaque
de verre noir ou d’ébonite. La platine est habituellement
ronde ou carrée. Sur son bord postérieur elle porte deux
lrous dans lesquels on place de petils instruments appelés
valets, destinés d.fixer la préparation, ce qui estindispensable
pour la dessiner.

Il y a des platines fixes et des platines mobiles. Parmi les
platines mobiles sont les platines tournantes, qui permettent
de faire tourner la préparation et d'éclairer successivement
ses divers points dans tous les sens par la lumic¢re oblique.
Les autres sont mobiles dans deux directions de I'espace. A
I'aide de deux vis placées sur chaque bord de la platine on
peut alors imprimer i celle-ci des mouvements lents qui per-
mettent de faire passer successivement sur 'axe oplique tous
les points compris dans une étendue correspondant aux limites
de 'excursion de la platine. Ce systéme est trés pratique pour
imprimer a la préparation de faibles déplacements quon
réalise difficilement lorsgqu’on mancuvre la préparation a la
main,

On a construit aussi des chariots enlevables & volonté que
I'on place sur la platine fixe et qui sont susceptibles de deux
mouvements & angle droit. Ces instruments, comme les preéce-
dents peuvent rendre des services : on a par exemple une preé-
paration contenant une dissociation trés délicate d'éléments
cellulaires isolés, dans laquelle on observe en un point un
détail fort intéressant. Lorsqu’il s’agit de retrouver ce point,
on a quelquefois beaucoup de peine, ou méme on ne peul y
arriver parce qu'on manque de point de repére dans la pré-
paration. Si celle-ci est placée sur un chariot mobile, et si,
lorsque le détail intéressant est visible, on note la position
qu'occupe la préparation, ce qui esl facile parce que le cha-
riot porte une graduation & ce destinée, il suffira ensuite
de replacer le chariot dans la méme position pour retrouver
exactement le point intéressant. Le chariot mobile ne peut
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servir a suivre les coupes en séries @ 12 parce que l'élendue
de sa course est bien inférieure a celle de la surface que
recouvrent ces coupes; 2° parce que les mouvements de dépla-
cement pour passer d'une rangée de coupes i l'autre sont
moins faciles avee le chariol qu'avec la main. Cela semble
d’abord invraisemblable, mais il n'en n'est rien. Lorsqu’on
pousse avec la main une préparalion pour faire passer

P &

L.HELLE

Fig. 6.
Platine munie d'un chariol mohile.

devant 'ohjectif les différentes coupes qu’elle porte, la cons-
cience du mouvement produit est trées netle et permet de se
rendre compte instantanément si 'on a déplacé la lame de
la hauteur d'une rangée ou de plusieurs rangées de coupes
et par suite de passer aisément d'une rangée 4 l'autre pour
la lecture réguliére des sections. Avec les vis on ne se rend
pas du tout compte de I'étendue du mouvement produit et
on est obligé d’enlever I'wil de I'oculaire pour suivre les
mouvements que l'on imprime mécaniquement & la pré-
paration. On interrompt ainsi la continuité de l'observation
et celle-ci en souffre beaucoup.

5° Diaphragmes. — La platine porie a sa face inférieure
des diaphragmes qui permettent de régler lintensité de la
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lumiére éclairante. On a construit plusieurs sortes de dia-
phragmes ; nous n’en cilerons que deux :le diaphragme rotatif
et le diaphragme iris,

Le diaphragme rotatif est un disque métallique d'un cer-
tain diamelre fixé par son centre, au moyen d'un pivot, au-
dessous de la platine, et percé vers son pourtour d'une série
d'ouvertures de diverses grandeurs. Lorsqu’on fait tourner
le disque sur son pivot, les ouvertures viennent se présenter

Fig. 1.

Diaphragme iris.

successivement an centre de 'ouverture de la platine qu’elles
rétrécissent plus ou moins,

Le diaphragme iris se compose d'une série de minces lames
de meétal fixées par leur bord exlérieur & une monture mé-
tallique rigide en forme de couronne et dirigées obliquement
vers le centre de celle-ci de maniére i circonscrire autour de
ce poinl une ouverture susceptible de sTagrandir ou de se res-
serrer, selon qu'on augmente ou qu'on diminue 'obliquité
des lames. Une petite tige munie d'un bouton permet de faire
jouer convenablement ces lames.

l.e diaphragme iris est d’habitude fixé & un appareil que
I'on trouve sur tous les modeéles de microscopes destinés aux
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observations délicates, et qui est connu sous le nom de
condensateur, ou éclairage d’Aspe. Cel appareil est un sys-
teme de lentilles convergentes placé au-dessous de la platine,
entre cette derniére et le mirvoir. Il est porté sur une tige
qui permet de le rapprocher ou de I'éloigner de la platine,
et méme de Penlever enficrement, ce qui est indispensable
lorsqu'on observe avec de lrés faibles grossissements pour
lesquels 'éclairage d’Abbe est nuisible,

6° Miroir. — Le miroir placé i la partie inférieure du
microscope présente une face plane et une face concave ; il
envoie donc vers la platine des rayons paralleles ou des
rayons convergents, suivant que 'on emploiera I'une ou l'autre
de ses faces. Le miroir doit étre trés mobile, et pouvoir se
déplacer dans tous les sens; il importe méme que 'on puisse
déplacer son centre latéralement pour donner ['éclairage
oblique.

Il faut tenirle miroir trés propre.

l.orsqu’on observe sans 'éclairage d’Abbe, on se sert pour
illuminer I'objet du miroir concave qui fait converger sur lui
un plus grand nombre de rayons. Avec cet éclairage, au
contraire, il faut employer le miroir plan.

§ 2. — OBIECTIFS

Les objectifs, ainsi nommeés parce qu'ils sont voisins de 'ob-
Jet que I'on examine, sont des systémes de lentilles combinés
de facon a donner des images agrandies de 'objel. Ces images
se forment dans le tube du microscope ol elles sont recueillies
par F'oculaire qui les amplifie el permet a @il de les saisir.

1° Diverses espéces d’objectifs. — Il y a deux sortes
d'objectifs, les objectifs & sec et les objectifs & immersion. Les
premiers sont destinés aux observations dans lesquelles la
lentille frontale, celle qui est la plus rapprochée de Pobjet,
plonge dans lair, ou mieux est séparée de la préparation
examinée par une couche d'air d'épaisseur variable. Les
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seconds s'emploient en interposant entre la lentille frontale
el I'objet un liquide plus réfringent que lair, soit de I'eau,
soit une huile essentielle spécialement préparée.

Les objectifs & sec sont les plus répandus et les plus com-
modes. Néanmoins ils ne peuvent utiliser qu'une partie relati-
vement faible de la lumiére émanant des objets microscopi-
(ques, et cela pour les raisons suivantes :

1* En passant de la préparation dans lair qui est moins
réfringent (nous supposons que 'ensemble de celle-ci — lame,
objet inclus dans son milieu conservateur, et lamelle — for-
ment un tout homogeéne), une partie des rayons lumineux
sont écartés en dehors de 'axe oplique trop fortement pour
élre recueillis et utilisés par la lentille frontale,

2° Un certain nombre de rayons, arrivant trés obliquement
de air sur la face polie de la lentille frontale, sont réfléchis
el n'entrent pas dans la formation de I'image.

3 La lamelle recouvrant 'objet influe aussi sur la marche
des rayons lumineux, et suivant que son épaisseur est plus ou
moins grande, elle change assez la direction des différents
rayons lumineux partis d'un méme point pour que I'image de
ce dernier ne soit pas nette, mais un peu diffuse (Axcr).

Si donec on observe une préparation avec des objectifs i see,
la dispersion des rayons lumineux par divergence ou par
réflexion et 'aberration produite par la lamelle, insignifiantes
tant que 'on se servira de grossissements faibles ou moyens,
deviendront trés génantes avec des grossissements forts;
'image déja moins éclairée par le seul fait du grossissement
sera encore rendue plus obscure par suite de la dispersion
d'un certain nombre de rayons lumineux, et I'aberralion pro-
duite par la lamelle sera plus marquée.

Ce dernier inconvénient a bien été en partie évité par la
construction d'objectifs & correction, dans lesquels, en écar-
lant légérement les lentilles & l'aide d'une molette placée au
milieu de l'objectif, on arrive a corriger l'effet produit par
la réfraction & travers la lamelle, mais 'emploi de ces objectifs
est tres délicat, et du reste les autres défauts persistent. Si
au contraire on interpose entre la préparation et la lentille
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frontale un liquide doué¢ d'un pouvoir réfringent élevé, tel que
'eau, et mieux encore certaines huiles essentielles, on arrive
i faire disparaitre tous ces inconvénients, y compris ceux dus
i la lamelle, car on sait que la déviation des rayons lumineux
produite par cette dernitre sera d’autant moins grande que
ces rayons passeront du verre dans un milien de réfringence
trés voisine de celle du verre. Cest 1a la raison d'étre des
objectifs & immersion. Les constructeurs livrent actuelle-
ment avee leurs objectifs & immersion des liquides d'immer-
sion toul préparés, et combinés de facon & donner les meil-
leurs résultats possibles avec le systéme oplique pour lequel
ils sont composés. On appelle objectifs & tmmersion homogéne
ces instruments, et on les distingue ainsi des objectifs & im-
mersion dans Ueau. Ces derniers ne sont du reste plus guére
employés, les systémes & immersion homogene étant devenus
d'un prix moins élevé qu'au début de leur eréation, et par
suite plus facilement abordables. Depuis quelques années, on
a fabriqué, d'abord en Allemagne, puis un peu partout, des
objectifs particulicrement soignés an point de vue de la cor-
rection chromatique. On leur a donné le nom d'objectifs apo-
chromatiques, semi-apochromatiques, ete... Ces objectifs sont
excellents, mais ils ne sont pas indispensables dans la pra-
tique courante, les objectifs achromatiques suffisent ample-
ment pour cette dernicre,

2° Qualités des objectifs. — On reconnait aux ohjec-
tifs trois qualités principales, qui sont :.1° la définition ou
pouvoir définissant; 2° la pénétration ou pouvoir pénétrant,
et 3¢ la résolution ou pouvoir résolvant.

a. Powvoir définissant. — Le pouvoir définissant d'un objectif
est la propriété de donner des images bien définies, ¢'est-i-
dire & contours nets et incolores. Ce double résultat est
atteint lorsqu’on a bien corrigé 1'aberration de sphéricité qui
déforme les images et 'aberration de réfrangibilité qui fait
apparaitre autour d’elles un cercle irisé plus ou moins mar-
qué. Tousles objectifs fournis par les hons constructeurs pos-
sedent actuellement cette qualité.
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b. Pouvowr pénétrant, — La pénétration d'un ohjectif est la
propriété qu’il posséde de montrer non seulement les points
d'une préparation qui sont mathématiquement au foyer, mais
encore ceux qui sont un peu en dessous ou un peu en dessus
de ce dernier. Le pouvoir pénétrant permet done d’observer
d'un seul coup d’wil ce qu’il y a dans 'épaisseur d'une prépara-
tion et non pas seulement une coupe optique de cette derniere.

¢. Pouvoir résolvant. — Le pouvoir résolvant est la propriété
qu'ont certains objectifs de bien séparer les diverses parlies
d'un objet, de maniére & en faire voir les plus fins détails. Ainsi
la carapace de certaines Diatomées présente des dessins qui,
vus a l'aide d'objectifs ordinaires, méme excellenls du resle
sous tous les aulres rapports, paraissent formés de lignes obli-
ques tres fines entre-croisées de facon a délimiter des losanges,
landis que, si on les examine & Paide d'objeclifs doués dun
fort pouvoir résolvant, on voit que ces lignes sont formées de
points arrondis ou hexagonaux parfaitement séparés les uns
des aulres. La pénétration et la résolution sont deux qualités
(qui s’excluent, au moins dans leurs termes extrémes, parce
quelles tiennent & deux dispositions inverses d'un des facteurs
qui entrent dans la composition des objectifs : 'angle d'ouver-
ture.

3° Angle d’ouverture des objectifs. — On appelle angle
d’ouverture 'angle que forment entre eux les rayons lumineux
les plus divergents que puisse utiliser un objectif pour la for-
maltion des images. L'angle d'ouverture varie d’apres la dispo-
sition des lentilles et d’apres le milieu dans lequel plonge la
lentille frontale (air pour les objeclifs & sec, liquide pour les
ohjectifs & immersion). Aussi dans ces derniéres années on a
remplacé Uindication de I'angle d'ouverture par celle d'une
quantité calculée a la fois d'apres la valeur de cel angle et
d’apres celle du pouvoir réfringent du miliew place en avant
de la lentille frontale. C'est 'owverture numérique, qui est le
produit de l'indice de réfraction du milieu (air, eau, huile)
dans lequel plonge la lentille frontale, par le sinus de la moitié
de I'angle d’ouverture.
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Les objectifs & grande ouverture numérique donnent, toules
choses égales d'ailleurs, des images trés éclaivées, puisque
a conditions égales, ils recueillent plus de rayons lumineux
que les antres; de plus, ils résolvent bien, parce qu'ils utili-
sent des rayons tres divergents, qui, partis des faces latérales
des ohjets, ou tout au moins d'une portion de ces faces, sont
percus par I'eil et permettent de saisir les fines aspérités, en
quelque sorte le relief des choses, car l'objet n’est pas vu seu-
lement par sa face supérieure lournée vers lobservateur,
mais encore un peu de coté, En revanche, ces objectifs sonl
peu pénélrants el la raison en est la suivante. Chaque
point d'une préparation envoie a ['objectif un cone de ravons
lumineux, que ce dernier réunit en foyer au-dessus de
lui en un point situé dans Uintérienr de oculaire, d'olt ces
rayons sortent en divergeant pour pénétrer dans 'eeil. Celui-ci
les rassemble une derniére fois en un cdéne convergent dont
le sommet dirigé sur la rétine, y donne I'image du point cor-
respondant. Or il est nécessaire, pour que 'image d'un point
soit percue nettement, que le cone de rayons venu de ce poinl
nimpressionne quun seul des éléments sensoriels de la rétine
(eome oun bitonnet). Cette condition ne peut étre réalisée que
si le cone lnmineux atteint la rétine par son sommet, ou toul
an moins par une section voisine de celui-ci, et dont I'étendue
ne dépasse pas celle d'un élément rétinien,

Les objets situés mathématiquement au foyer du micros-
cope réalisent naturellement cette condition avec les objectifs
de tout angle, puisque les cones émanant de chacun de leurs
points aboutissent toujours a la rétine par leurs sommels.
Quant aux ohjets qui sont situés un peu au-dessus ou un peu
an-dessous du foyer mathématique, ils donnent naissance i des
cones dont les sommets aboulissent nécessairement un peu en
arriere ou un peu en avant de la rétine, et qui rencontrent
toujours celle-ci par une petite surface de section plus ou
moins large suivant qu’elle est plus ou moins éloignée du som-
met du cone Jumineux ou que celui-ci est lui-méme plus ou
moins évasé. De 1a deux cas bien distinets @ 1° eelui ou la sur-
face qui rencontre la rétine est assez étroite pour étre contenue
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dans un seul élément rétinien, et alors il y a vision nelte de
chaque point de 'objet comme s'il était exactement an foyer;
2° celui ou la surface est assez large pour couvrir plusieurs
éléments rétiniens, et alors plus de vision netle. Ce dernier cas
est celui des objectifs & grand angle d'ouverture dont le carac-
tere est de recueilliv et de transmetlre & I'eeil des cones larges,
evases ; le premier cas sTapplique aux objectifs a pelit angle qui
ne recueillent et ne transmelttent que des cones élroils, pointus,
facilement contenus, jusqu’a une certaine distance de leur som-
met, dans un seul élément rétinien, et qui permettentainsi de
voir nettement une préparation dans une certaine partie de son
épaisseur i la fois, ce qui constitue le pouvoir pénétrant. Mais
comme ces derniers objectifs ne recoivent que peu ou pas de
avons latéraux, ils sont beaucoup moins résolvants, Les objec-
tifs a grand angle d’ouverture ont une distance frontale (de la
lentille & la lamelle) assez courle. Ceux a pelit angle 'ont an
contraire plus grande et sont par suite plus laciles & employer.

Telles sont les principales qualités des objectifs, 1l est impor-
tant de les connailtre pour pouvoir comprendre certaines ques-
Lions, mais dans la pralique on a peu a s'en occuper, parce
que les constructeurs liveent surtout des objectifs qui possedent
une moyvenne de ces qualités, et qui sont d’ailleurs largement
suffisants pour les recherches courantes. Toutefois il est bon
de savoir que, toules choses égales dailleurs, un objectif doué
d'une grande ouverture numérique sera préférable pour ana-
lyser de (reés {ins détails.

4° Soins 4 donner aux objectifs. — On ne doil jamais
laisser les objectifs exposés aux poussiéres ou aux vapeurs
acides que l'air peut contenir dans cerlains cas. Dés que 'on
a fini de s'en servir on doit les dévisser du tube du micros-
cope et les mettre dans une boile en gainerie fermant bien,
o dans les tubes en cuivre avec lesquels les constructeurs les
livrent actuellement. Il faut avoir grand soin, en enlevant 1'ob-
jectif, de ne pas dévisser les différents segments qui le compo-
sent, le systéme optique pourrait en soullrir.

On peut laisser les objectils vissés au microscope a la condi-
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tion de placer celui-ci, dés que I'on ne s’en sert plus, sur une
lame de feulre mou et de le recouvrir d'une cloche. Celle-ci
s'enfoncant un peu dans le feulre par son propre poids, isole
completement 'atmosphére dans laquelle est placé le micros-
cope.

Lorsque la lentille frontale d'un objectif a été accidentelle-
ment salie, on la nettoie en I'essuyant avec un linge tres fin
ou mieux avec une peau de e¢hamois; les linges rudes pour-
raient rayer la lentille. Du reste, il faut toujours frotier la len-
tille en faisant tourner 'objectif sur son axe longitudinal. De
celte facon, les stries, s'1l s'en fait, seront circulaires et nuiront
moins a 'observation que ne le feraient des stries droites.

Si la lentille frontale a élé salie par certaines substances
insolubles dans I'eau, telles que les résines dans lesquelles on
monte les préparations, on imbibera trés légerement de xylol
ou d'alcool absolu un linge de mousseline et on essuiera rapi-
dement, la résine sera dissoute, et en [roltant ensuite avec la
peau de chamois on remettra 'objectif en parfait état, 11 faut
bien se garder de mouiller fortement de xylol ou d’alcool le
linge avec lequel on essuie, parce que ces liquides pourraient
s'introduire entre la lenlille et sa monture et aller dissoudre
ou attaquer le baume qui unit entre elles les diverses lentilles,
l'objectif serait perdu. On agira de meéme avec les objeclifs &
immersion pour enlever I'huile restée sur la lentille frontale.

Ne jamais démonter Uobjectif pour netltoyer les lentilles
intérieures,

§ 3. — OCULAIRES

L'oculaire est un appareil placé & la partie supérieure du
lube du microscope, pres de 'weil, d'ott son nom, et qui recueille
I'image fournie par I'objectif, en l'amplifiant.

A la rigueur, il suffirait d'une simple lentille placée sur le
sommel du tube pour recueillic 'image formée dans inté-
rieur de ce dernier, mais, comme le montre la tigure ci-jointe,
cette lentille unique recueillant 'image formée en Il ne per-
mettrail d'en voir qu'une partie, la partie centrale, la péri-
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phérie donnant des rayons trop obliques pour étre utilisés.
Aussi interpose-t-on sur le trajet des rayons qui doivent former

Fig. 8.
Marche des rayons dans le
microscope (schématique).

i, oculaire., — &, lenlille oculaire.
— CLU, lentille de champ. — D, tube
du mieroscope. — dd, diaphragme
de l'oculaire. — xy, objectif, — i,
objet examiné, — 1l, image telle
quelle serait donnée sil n'existail
pas de lentille de champ. — I'I',
image virtuelle donnée par 'oculaire
complel 'image réelle dont elle pro-
vienl n'a pas ¢té figurée,

I'image venue de 'objectif une
lentille, lentille collective ou verre
de champ, qui forme une image
plus réduite, laquelle peut étre
saisie tout entitre par la lentille
oculaire qui Famplifie et en donne
une image virtuelle agrandie I'T’,
(quiest percue par les centres
visuels, |

On construit plusieurs sorfes
doculaires, ce sont les oculaires
ordinaires ou oculaires d'Huyg-
hens, les oculaires compensateurs,
les oculaires eherehenrs.

Dans la pratique courante les
oculairesd Huyghenssulfisent. Ils
forment une série dont les diflé-
rents termes sont désignés cha-
cun  par un numéro d'ordre,
d'autant plus fort que le grossis-
sement donné par l'oculaire est
plus fort, soient les numéros 1,
2, 3, 4, 5. En général, i1l faut évi-
ter de choisir des oculaires trop
forts, car le grossissement obh-
tenu par 'oculaire ne vaut jamais
celui gqui est fourni par l'objec-
tif. De plus, D'observation est
bien plus facile avee un oculaire
moyen dont la lentille oculaire,
dun diamétre plus grand, per-
met de mieux voir le champ de

la préparation, lequel est d’ailleurs plus étendu.
Les oculaires compensateurs sont destinés & étre employés
avec les objectifs apochromatiques dont ils sont le complé-
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ment indispensable, parce quils corrvigent certains défauts
d'achromatisme qui se produisent avec ces objectils dans les
zones périphériques du champ.

Enfin on a construit des oculaires & grand champ, dits
oculatres chercheuwrs qui permelttent de voir une certaine élen-
due de la préparation, alors méme que l'on emploie des objectifs
assez forls,

M. Bovrrcuer, de Montpellier, a imaginé el construil un ocu-
laire indicateur qui rend les plus
grands services, Il consisle en une
aiguille mobile dans Uintérienr de 'ocu-
laire, et dont les mouvements sont
produits par l'intermédiaire d'un petit
bouton placé sur le coté de Toculaire
a la portée de la main de I'observateur.
Grice & la disposition tres ingénieuse
de I'aiguille, on peut faire parcourir i
cette derniére toule I'étendue de la

préparation, et par conséquent I'ame- Fig. 9.
ner sur tel point que I'on voudra plus  Oculaire indicateur de
specialement indiquer. On peul aussi BourGuET.

faire disparaitre Laiguille du champ,

lorsqu'on ne veut pas s'en servir, Cet instrument est parfait
et indispensable pour la démonstration; il évite des pertes
de temps considérables, el permet de montrer d'une maniere
précise le point d'une préparation qui doit attirer attention.
Tout histologiste qui voudra montrer & quelquun un détail
intéressant devra lavoir, il évitera ainsi de longues explica-
tions et quelgquefois obligation de faire un dessin pour bien
faire comprendre sa pensée. Comme moyen de démonstration
pour les éléves, cel instrument a une valeur inappréciable,

§ 4. — ECLAIRAGE

L'¢elairage est un point important, duguel dépend en grande
partie une bonne visibilité des objels. La nécessité de I'éelai=
rage tient 4 ce que le grossissement, en augmentant la surface

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE, 2
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apparente des objels, naugmente pas en meme  temps le
nombre des rayons quiles éclairent, mais au conlraire écarte
el dissémine ces derniers. 11 faul done éclairer dautant plus
les objets que le grossissement esl plus fort,

En histologie on n‘emploie guére que lexamen par leanspi-
rence, qui s'obtient en éclairant les préparalions par un
miroir placé en dessous de la platine, et qui projette sur elles
des rayvons lumineux recueillis & une source naturelle comme
le ciel ou les nuages clairs, ou artiticielle (lampe).

Dans ce mode d'éclairage, une partie des rayvons se diffuse
sur l'objet en le traversant pour donner naissance a son image,
et laulre le traverse sans diffusion en entourant chacune de

ses parties pour reconstituer 'image plus ou moins nette de la
source lumineuse, sur lagquelle la premiére vient se projeter.
De celle superposition d'images et de cette pénétration intime de
la lumiere entre les éléments de objet, il résulte, quand I'in-
tensilté de l'éclairage a été convenablement réglée, une visibilité
remarguable de P'objet, dont chagque détail, encadré par une
Jumiére rasante, accuse neltement son contour en maniere
de silhouette surle fond brillamment éclairé du champ.
I.'éclairage fourni par le miroir est formé de rayons paral-
leles s'il est donné par la face plane du miroir, ou bien de
ravons convergents s'il est fourni par la face concave de ce
dernier. En général, comme le centre du miroir est placé sur
I'axe opltique du microscope, on peut dire que I'éclairage esl
central ou axial; eependant, comme dans beaucoup de cas, le
miroir peut se déplacer latéralement; il en résulte que l'on
peut aussi donner un éclairage oblique dont nous indiquerons

plus loin les avantages dans cerlains cas.

10 Eclairagas condensateurs. — Quand on fait usage de
forls grossissements, Fabsorption de la lumiére par les lentilles
objectives el oculaires est considérable, sa dissémination par
le simple fait de T'amplification ne ['est pas moins; aussi le
miroir est impuissanl a éclairer l'objet dont I'image reste
obscure el les détails impossibles a distinguer. On obvie a cel
inconvénient par I'emploi d'un éclairage condensateur formé
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par un systeme de lentilles placé en dessous de la platine,
entre celle-ci et le miroir, Le condensateur accumule sur une
petite surface 'ensemble des rayons recueillis par la lentille
inférieure ou collectrice du systeme, de lelle sorte que si celte
derniére a une surface 50 ou 100 fois plus grande que celle
sur lagquelle le condensateur projette la lnmiere, cetle derniére
surface sera 50 ou 100 fois plus éclairée que sl n'y avait pas
eu de condensaleur. De plus, le condensateur donne certains
rayons tres obliques qui ont une grande importance pour
montrer certains détails, ainsi qu'on le verra dans le para-
araphe suivant. Cel instrument est appelé 'éclairage d"Abge.

2° Eclairage oblique. — L'éclairage oblique, au moins a
son terme extréme, est rarement employé en histologie; cepen-
dant il est bon den dire quelques mols qui rendront certains
services pour la compréhension de la formation des images
microscopiques. Du reste, on emploie souvenl el presque
inconsciemment un éclairage légtrement oblique, lorsque pour
mieux ¢tudier une préparation on incline le mirvoir dans
divers sens en 'écartant ounon de l'axe optique du microscope.

I’éclairage oblique aide parfois beaucoup a la résolution de
certains détails tres délicats. 11 agit probablement de deux
manicres : premicrement en donnant lieu & des ombres portées
qui soulignent les contours des objels; secondement en éclai-
rant certaines parties qui ne le seraient pas sullisamment par
I'éclairage central. Supposons, pour bien comprendre ces deux
points, un cvlindre droit, court, formé d'une substance trans-
parente eb placé perpendiculairement sur le porte-ohjet. Les
rayons qui le traversenl dans le sens de son axe verlical,
passeront sans donner naissance a aucun  phénomene de
réflexion totale, puisquils traversent un milieu a faces paral-
leles : mais si on 'éelaire obliquement de manicre a couper
son axe sous un angle quelconque, on voil aussitol apparailre
la bordure noire annoncant la réflexion totale. L'objet se tron-
vant ainsi rendu opagque sur ses bords, ceux-ci projetteront
leur ombre du coté opposé a celur d'ou vient la lumiére et
permeliront de le mieux distinguer.
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D’autre part, nous avons vu que les objectifs & grand angle
d'ouverture permettent de voir jusqu’a un, certain point les
faces latérales des objets, mais encore faul-il pour cela que
ces faces soient éclairées et elles ne le sont bien qu'avee 1'éclai-
rage oblique. Dans le condensateur Asgg, il existe un dispo-
sitif qui permet de donner cet éclairage oblique & volonté.

3° Role des diaphragmes. — D'apres ce qui a été dit ci-
dessus, on a déja pu comprendre quil ne suffit pas seulement
d'éclairer un objet, mais qu’il faut encore I'éclairer dune
maniere convenable; il faut qu’il y ait un certain rapport entre
I'intensité de 'image de lobjet et celle de 'image de la source
lumineuse qui l'entoure et le pénetre.

Si cette derniere intensité est trop grande par rapport a
celle de I'objet, celui-ci dispavait, en quelque sorte noyé dans
I'abondance de la lumiére. G'est ainsi qu'un corps pile, comme
un leucocyte vivant, est invisible dans le champ vivement
éclairé du microscope, tandis quil devient net si Fon diminue
I'intensité de I'éclairage. Cest pour pouvoir régler cette der-
niere que 'on a imaginé le diaphragme.

Quel que soit le diaphragme que I'on emploie, on devra tou-
jours chercher a avoir le meilleur éclairage possible pour un
cas donné, et ne pas hésiter a changer aussi souvent qu'il le
faudra le diamétee de Pouverture. Clest ainsi que, lorsqu’on
observe avec un condensateur muni d'un diaphragme iris on
peut dire quiil est aussi indispensable d’avoir constamment un
doigt sur le levier du diaphragme pour en régler le jeu, que
d’avoir lautre main sur la vis micrométrique pour régler la
mise au point. D'une manicre générale on se rappellera que les
couleurs sont plus visibles dans un champ vivement éclairé,
qu'elles le sont moins netlement, mais en revanche que les
contours des ohjets se précisent davantage dans un champ
moins fortement illuminé.

Lorsquon observe avec un faible grossissement allant par
exemple jusque vers 200 diametres, comme la quantité
de lumiere absorbée est trés petite, le champ est toujours suf-
fisnmment éclairé par le miroir, et il est inufile ou nuisible
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d’employer un éclairage condensateur. On ne devra se servir
de ce dernier qu'avec des grossissements de 300 diametres au

MmMaoins,

40 Eclairage sur fond noir. — Il est un mode d'éclairage
qui rend quelquefois de réels services pour observer de petits

Fig. 10.
Examen a la lumiére directe sur fond noir. (Embryon de poulet
de 26 heures fixé par le liquide de Kleinenberg.)

animaux ou des embryons transparents, c'est I'éelairage sur
fond noir. Une des manitres les plus simples de le produire
consiste 4 obturer complétement lorifice de la platine en
amenant au-devant de lui la portion du diaphragme rotatif
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qui ne présente pas de trous. L'objet & observer placé sur
une lame dans de 'eau n'est done éclairé que par la lumiere
quiil recoit d’en haut et latéralement et qu'il diffuse. Examind
4 un faible grossissement, il se détache en blane sur le fond
noir, et donne une idée de relief tres nette. Les images ainsi
oblenues sonl parfois tres instructives et toujours remarquable-
ment belles. On ne doil pas négliger de les étudier lorsqu'on a
affaire i des animaux transparents comme des annélides d'eau

douce ou certaines larves de
| diptéres, et surtout aux ani-
maux marins, tels que les mé-
duses, les siphonophores, les
zalpes, efe.

5¢ Sources d’éclairage. -
L’éclairage employé pour le
microscope est soit naturel
lorsqu’il est emprunté i la
lumiére du ciel, soil artificiel
lorsqu’il est demandé & une
Fig. 11, source lumineuse, telle qun'une

Lampe & gaz (bee Auer) pour ob-  lampe & gaz, i pétrole, ele.
servalions microscopiques, Pour avoir un bhon f_;l‘I,E]_il‘.:]_gﬁ
naturel il faut se placer devant
une fenétre tournée an nord, de facon a4 n’avoir pas de rayons
solaires projetés sur le miroir. On recueille avee ce dernier la
lumiére diffuse du ciel, et mieux celle qui provient de nuages
blanes élevés, Lorsquon a un ciel triéss bleu et trés pur, 1'éclai-
rage esl un peu mauvais, mais on peul 'améliorer en placant
devant la fenétre des rideaux trés fins de mousseline blanche
unie. La lumiere diffuse du eciel blen prend en passant & tra-
vers ces derniers les qualilés nécessaires,

I’éclairage artificiel peut s'oblenir de diverses manitres, Je
suis tres satisfait d'une lampe & gaz munie d'un bec Auer el
accompagnée dune lentille convergente qui réunit les fais-
ceaux lumineux sur le miroir. Le fube de verre de la lampe
est bleu foncé, on place aussi une lame bleue sur la face plane
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de la lentille, et on a de la sorte une lumicre blanche ou tres
légérement bleudtre, qui se préte teés bien a Fexamen micros-
copique,

Pour éviter d'étre incommodé par la chaleur de la lampe. on
interpose enltre elle et le microscope un grand écran noir.
Cest du reste une pratique recommandable pour Fobservation
microscopique que de se placer derriere un ¢éeran. Ce dernier
arréle en effet les ravons lumineux venus du dehors qui pour-
raient se réfléchir sur les parties brillantes du microscope, el
géner l'observaleur qui doit travailler, on le sait, les deux veux
ouverls.

o

5. —Mise AU POINT

Apres les détails que nous avons donnés, la question de la
mise an point est fort simplitiée, puisquon sait déjd comment
se forment les images et comment il Taut éelaiver les prépara-
lions.,

La mise au point consiste i amener lobjectif & une dislance
telle de la préparation quun ou plusieurs points de cetle der-
niere apparaissent & Pobgervateur de la facon la plus nette,
Pour cela il faut approcher l'objectif de la préparation & une
distance qui varie suivanl le grossissement et la portée de
la vue. Avee des objeclifs trés faibles, comme le numéro 4
de Stiassnie, la distance enlre eux et la lamelle est tres
arande (& centimétres environ) et de plus, comme ce sonl des
objectifs tres pénétrants, la mise au point n'est pas déhicate § 1l

y a toujours une marge assez large pour que 'on puisse [égé-
rement monter ou abaisser I'objectif sans cesser d'avoir une
image netle. Avee les forls grossissements, au conlraire, la dis-
tance entre la lamelle et la lentille frontale est en général
moindre dun millimétre, et il faut bien prendre garde en
abaissant I'objectif de ne pas dépasser cette limite et de venir
heurter la préparation. Pour cela on commence par approcher
Fobjectif de la préparation en se servant de la erémaillére
placée en arriere du tube, ou bien en faisant glisser le lube
dans son support si le microscope ne comporle pas de mouve-
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ment & erémaillere. Dans ce cas il ne faut pas faire glisser le
tube dans son support verticalement, parce qu'on est moins
maitre de limiter les mouvements que l'on fait dans ce sens,
mais il faut Pabaisser en lui imprimant un mouvement de
rolation sur lui-méme qui le rapproche réguli¢rement et gra-
duellement de la préparation.

Lorsqu'on a ainsi amené l'objectif dans une position con-
venable & I'aide des grands mouvements produits par la cré-
maillére ou le glissement du tube dans son support, on procede
a la mise au point définitive & laide des petits mouvements de
rolation imprimés a la vis micrométrique. Des que 'on a une
image nelle, on ne doit pas abandonner la vis micrométrigque,
mais au contraire continuer & la mancuvrer dans les deux
sens. ¢'est-d-dire pour relever et pour abaisser 1'objectif, afin
de plonger en quelque sorte dans 'épaisseur de la prépara-
tion, de la parcourir de facon & ne pas laisser un seul point
de cette épaisseur inexploré. On s’aidera pour mettre au point
convenablement des modifications d’éclairage rendues si faciles
par le diaphragme iris, mais pendant toul le temps que durera
I'observation, la main droite ne devra pas abandonner la vis
micrométrique, et la manceuvrer constamment dans les deux
sens. Outre que cela est indispensable pour avoir de bonnes
images, cette pratlique a encore pour avanlage de ménager
I'accommodation de 'observaleur qui serail inconsciemment
mise en jeu pour mieux voir les points qui, n’étant pas au foyer,
sont moins nettement visibles, On reconnait en quelque sorte
un histologiste & ce qu'il ne se place jamais devant un micros-
cope sans mettre immédiatement la main sur la vis micromé-
trique.

De la main gauche posée sur la platine, el tenant la lame
par ses bords, on proménera cetle derniere dans tous les sens
afin de l'explorer complétement. Il faut éviter de prendre la
lame entre les doigls par son extrémité dépassant la platine,
parce que l'on a alors des tendances 4 la soulever et a lui
[aire heurter I'objectif. Cel accident n’arrive jamais lorsqu'on
touche la lame simplement par ses bords, les doigls reposant
absolument sur la platine. Sauf quelques cas spéeiaux déja



MICROSCOPE 95

indiqués et pour lesquels il y a avantage i se servir des pla-
tines mobiles, il vaut mieux promener la préparation avec la
main. la conscience du mouvement produit pour parcourirv
toute I'étendue de la préparation soil en largeur, soit en lon-
gueur, s'ajoute ainsi aux notions fournies par la vue, et les
compléte jusqud un cerfain point,

Enfin pour une bonne mise au point il faut encore tenir
comple de la longueur du tube

On sait que le tube du microscope est double et formeé de
deux cylindres emboités 'un dans Tautre, qui permettent
de faire varier la distance entre 'objectil et l'oculaire.

En ¢loignant ce dernier, on obtient des grossissements plus
considérables, mais il ne faut pas croire que 'on puisse pro-
céder ainsi sans aucun inconvénient, En effet, les corrections
diverses que l'on fait subir aux objectifs ne donnent leur plein
effet que pour une position déterminée de 'oculaire par rap-
port a l'objectif, et ¢’est lorsque l'oculaire occupe cetie posi-
tion qu'on a la meilleure image. C'est & tel point qu'avec les
nouveaux objectifs & grand angle d'ouverture, qui sont tres
sensibles, la mise au point ne peut étre effectuée dune ma-
niere entierement satisfaisante qu'apres avoir ramené la lon-
gueur du tube & la dimension que comporte U'objectif, et qui
s¢ trouve habituellement gravée sur sa monture. La longueur
de tube adoptée est généralement, sur le continent, de 160 mil-
limeétres. Des divisions marquées sur le tube intérieur permet-
tent d'obtenir exactement cette longueur par un tirage con-
venable de ce tube.

§ 6. — MESURE DU GROSSISSEMENT

Pour connaitre la grosseur des objets microscopiques, on
emploie de pelils instruments appelés micrométre objectif et
micromélre oculaire.

1° Micromeétre objectif. — Le micromitre objectif est une
lame de métal portant enchissé & son centre un disque de
verre sur lequel est tracé an diamant un millimétre divisé en
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cent parties égalesd laide de la machine & diviser, Lorsquon
examine avee une combinaison queleongue d’objectif et d’ocu-
laire ce micrométre objectif, on voit quelle est la dimension
apparente d'un centicme de millimétre & ce grossissement; on
constale par exemple que le champ du microscope ne contienl
A ce grossissement que 55 & 70 centitmes de millimétre. Mais
la mémoire de ce grossissement ne resterait pas dans Uespril,
et il faut trouver un moyen qui permette de voir constamment
dans le champ des divisions répondant & un nombre donné
de centitmes de millimétre. Cela serait facile si I'on pouvait
porter les préparations sur le micrometre ohjectif, mais cela
ne se peut pas, et 'on a résolu la diffienlté & Paide du micro-
melre oculaire,

2" Micrométre oculaire. — Ce dernier consiste enun disgue
de glace sur lequel sont tracées, d des distances rigoureuse-
ment égales, un certain nombre de lignes paralléles,

Conlrairement i celles du micrometre objectif, ces divisions
ne répondent pas & une quantité exactement déterminée:
elles ne sont pas une fraction de métre, mais, comme on va le
voir, cela n'a ancune importance. On dévisse la lentille supé-
rieure de l'oculaire et on place le disque sur le diaphragme.
Avee une combinaison optique quelconque, oc. 2, ohj. 8,
Stiassnie, par exemple, on examine le micrometre objeetif el
on cherche le nombre de divisions du micrométre oculaire
nécessaire pour couvrir exactement une division de micrometre
objectif, owinversement le nombre de divisions du micrométre
objectif recouvertes par une division du micrometre oculaire,
Supposons dans le premier cas qu'il faille deux divisions, cha-
cune d'elles vaudra par conséquent un demi-centi¢me de mil-
limeétre. On enlévera alors le micrométre objectif, et on le
remplacera par la préparation contenant les élémenls & me-
surer, toul ¢lément contenn dans une division oculaire mesu-
rera un demi-centicme de millimetre et ainsi de suile. 11 est
assez rare que les divisions des deux micromeltres soient dans
des rapports aussi simples, et le plus souvent il faut en prendre
un certain nombre pour arriver a faire coincider les denx
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araduations. Dans ce cas on établit la valeur de chaque divi-
sion du micromelre oculaive par une regle de trois,

Il est bon de rechercher d'avance la valeur d'une division
du micrométre oculaire pour diverses combinaisons opliques ;
on en dresse un tableau et 'on n'a plus ensuite a4 se servir du
microméetre objectif, On ne devea pas oublier en dressant ce
tableau que la valeur d'une division du micrometre oculaire,
variant suivant la longueur de tube employée, il est indispen-
sable d'indiquer cette dernicre et de s’y tenir. La mise au
point des divisions ftracées sur le micrometre objectil esl
parfois diflicile el demande beancoup dattention, faule de
repére indiquant le point ot 'onest & un moment donné el
quelquefois aussi & cause d'un exees d'éclairage. On peut la
[aciliter en modérant ce dernier et en faisant sur la face
supérieure du verre une légére marque a la plume. Lors-
quon est arrivé & mettre celle-ci an point, on n'est pas loin
de voir les divisions du micrometre,

La mesure du grossissement demande beaucoup de soin el
dattention ; il faut multiplier les mensurations et étre prudent
dams ses conelusions, caril y a de nombreuses causes d'erreur,

L'unité de mesure en microscopie est le milliecme de milli-
melre gque on appelle micron et que lon désigne par la letire
Srecque .

§ 7. — DESSIN A LA CHAMBRE CLAIRE

On ne connail vraiment bien une préparation que lorsqu’on
I'a dessinée, et pour rendre ce dessin plus facile on emploie
la chambre claire,

La chambre claire se compose en général de deux prismes
disposés de telle facon que l'image d'une feuille de papier
siluée a colé du microscope, et sur laquelle la main de l'obser-
viteur promene un erayvon, vienne se former dans Uil en
meme temps que celle de la préparation quil sagit de dessi-
ner. Ces deux images étant vues simultanément, il devient
possible de diriger les mouvements du crayon de maniére i
amener sa pointe a4 suivre el i tracer sur le papier les con-
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tours des objets de la préparation et ceux de leurs principaux
détails.

Il existe un grand nombre de modéles de chambre claire.
Une des meilleures est I'ancienne chambre eclaire de Mixg

Fig. 12.

Dispositil pour dessiner i la chambre claire,

Epwarps, construite par Verick, et employée avee la plan-
chette imaginée par MALAssEz,

Lorsqu'on dessine avec la feuille de papier placée directe-
ment sur la table de travail, comme celle-ci n’est pas perpen-
diculaire i 'axe des faisceaux de rayons passant par le prisme,
il en résullte que I'image est légérement déformdée et en par-
ticulier® allongée dans le sens transversal; ainsi un cercle
prendra sur la table la forme d'un ovale a grand axe trans-
versal, Pour remédier i cel inconvénient , on a construit une
planchette composée de deux moitiés, dont I'une supporte le
microscope et dont l'autre peut s’incliner d'un angle égal i
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I'angle de déviation de la chambre claire : on évite ainsi la
déformation. On peut encore fixer sur cetle planchetle une
plagque de bois concave, gqui supprime certaines déformations
moins appréeiables.

Lorsqu'on veut dessiner, on dispose lappareil comme le
montre la figure 12. Le microscope est maintenu par la vis
de pression et ne peul étre déplacé. De méme la préparation
est immobilisée par les valels. On fixe avee des punaises une
feuille de papier sur la planchette et F'on suit le contour de
I'image avec un crayon dur & pointe (rés fine.

Une des conditions indispensables pour la bonne exéculion
d'un dessin est de bien distinguer & la fois 'image de la pré-
paration et celle du crayon. On ne peut arriver a ce résultat
que si l'intensité de I'éclairage est & pen pres la méme pour
les deux images. Aussi esl-il nécessaire de régler cette inten-
sité soit par 'emploi d'un papier a dessin de couleur, soil au
moyen dun éeran de verre bleu qu'on place au-devant du
papier. Il suflit quelquefois d'ailleurs de déplacer légérement
I'aeil pour amener 'égalité d’'éclairage voulue.

Il faut éviter soigneusement de changer la mise au point
pendant le cours d'un dessin & la chambre claire, car le
second plan de la préparation ainsi mis au foyer donnerait
un nouveau dessin absolument différent du premier. Il faut
done dessiner tout ce que 'on voit, sans tourner la vis micro-
métrique, puis achever le dessin sans chambre claire en rac-
cordant entre eux les traits incomplets, exactement placeés i
I'aide de cetle dernidre.

CHAPITRE 11
INSTRUMENTS. MATERIAUX D’ETUDE
Ce chapitre comprend la description des principaux ins-

truments, et notamment des microtomes qui ont une si
grande imporfance pour la confection de coupes en séries, 1
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renferme aussi quelques breves indications sur les malériaux
d’études nécessaires el sur la maniere de se les procurer,

§ 1. — MicrRoTOMES

On possede aujourd’hui des instruments fres commodes
pour faire des coupes minces, les microtomes, mais avant de
décrire les principaux modeles nous parlerons d'abord des
rasoirs qui constituent instrument indispensable de toule
seclion nicroscopique.

1 Rasoirs. — On peul se servir de rasoirvs ordinaires, mais
le plus souvent on emploie des rasoirs spéciaux qui, au lieu
d'avoir leurs deux faces concaves, ont I'une d'elles plane, de
facon @ pouvoir sappliquer plus exactement sur le plateau
du microtome a main de Ranvier dont nous parlerons plus
loin.

Ces rasoirs & lame plane doivent étre assez grands et assez
lourds pour étre bien en main, Ils peuvent élre employes sans
le secours daucun instrument pour faire des coupes a main
levée, ou bien avee le microlome de Ranvier, ou enlin avee les
microlomes aulomaliques.

I faut avoir grand soin des rasoirs, éviter de les laisser rouil-
ler, et de les laisser ouverts sur les tables, ot ils pourraient
se faire des bréches, Avant de s'en servir, il est bon de les pas-
ser sur un cuir, ce qui leur donne un bien meilleur tranchant.,
On se servira pour cela d'un cuir & rasoir Zimmer a quatre
faces, liveé par Cogit, el accompagné d'une instruction pour
son emploi. Lorsque le vasoiv est ébréché, il est inutile d'es-
sayer de le remettre soi-méme en étal; il faut le renvoyer au
Fabricant, qui le retournera parfaitement aiguise,

Cerlains microtomes spéciaux ont des rasoirs de forme par-
ticulicre fabriques exclusivement en vue de leur service.

920 Microtome a main de Ranvier. — Ce microlome con-
siste en un cylindre creux, muni a une de ses extrémités d'un
disque horizontal a surface parfaitement polie, et & l'autre
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extrémilé d'une vis micromélrvigque, qui, faisant avancer une
Lige dans la cavité du eylindre, pousse d'une quantité corres-
pondante la piece & couper placée dans la partie supérienre
de celle cavilé, Celte picee dépasse alors le disque du micro-
tome dune hauteur égale & excursion de la vie micromdé-
Irique, et appliquant par sa face plane le
rasoir sur le disque qui la guide, on enleve
une trauche trés minee de la picce. On
meb de nouvean en mouvement la vis el
on fait une nouvelle coupe. Pour les dé-
tails de 'emploi de ce microlome voyez
Coupes (p. 147).

3" Microtomes a plan incliné. — Il s¢
fabrique divers modeles de microtomes &
plan inclingé tous fondés du reste sur le
principe de Pancien microtome francais
de River. Nous ne donnerons pas la des-

cription détaillée des pieces de ces micro-
tomes, car chacune différe de la picce

5 ]
i, 13.

. . SLEa: Microtome de Rax
teur, mais nous nous bornerons aen indi- i

correspondante selon chaque construe-

quer le principe et l'emploi.

Le microtome & plan incliné se compose d'une base rectan-
gulaire horizontale en fer, sur le milien de laquelle est placce
une lame de fer également reclangulaire qui supporte du coté
droit une glissiere horizontale sur laquelle glisse un chariol
porte-rasoir, et du coté gauche un plan ineliné sur lequel se
meut un chariot supportant la piéce & couper. Ce chariol esl
poussé par une vis micrométrique. La glissiére du rasoir est par-
faitement horizontale ; elle présente des rainures ou des sur-
faces polies sur lesquelles glisse le chariol. Le chariol porte-
rasoir est formé d'une lourde picce métallique qui repose sur la
glissitre par un pelit nombre de points, de facon & diminuer
autant que possible le frottement. Il faul avoir grand soin de
tenir bien propre la glissiére, déviler accumulation de la
poussiere ou des corps gras destinés i faciliter le glissement,
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Le micux est de la lubrifier légérement avec de la vaseline
liquide. Le rasoir se fixe sur le chariot par une vis de pression
que I'on serre sur son manche en métal, disposé expres pour
étre maintenu par cette vis. Le tranchant doit éfre dirigé
obliquement et non perpendiculairement sur la piéce a couper.

En général, le manche du rasoir est disposé de maniere a
permettre de fixer ce dernier soil par sa portion voisine du
tranchant, soit par Uextrémité opposée. 11 en résulte que, toul

ALy U'*"ilﬂﬂrﬂ“mﬂﬂl"l'*' 5

4"l'wl1‘q llhum'mnul

Fig. 14.
Microtome a plan incliné (Reicnerr).

en laissant la méme obliquilé au rasoir, on peut uliliser une
certaine longueur de la lame de ce dernier, et changer le point
qui fait la coupe lorsque le tranchant vient & étre un peu
Gmousse.

e chariol qui porte la piece & couper est disposé de facon
A faire monter celle-ci d'une quantité trés petite, lorsqu'on
laura fait avancer lui-méme d'une certaine quantité sur le
plan incliné qui le supporte. Ce chariot est muni d'un support
pour la pitce (pince) pouvant élre déplacée dans les trois direc-
tions de l'espace afin de permetire d'orienter celle-ei absolu-
ment comme on le désire. Des vis de pression fixent ce sup-
port dans la position qu'on lui a donnée, Cetlle piéce impor-
tante du microtome est de construction tres différente, sui-
vant les divers modeles, chacun arrivera bien vile a savoir
s'en servir.

Le chariot porle-objet est poussé, avons-nous dit, par une
vis micromdélrique, Celle-ci est supportée par un cadre métal-
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lique qui peut étre transporté le long du plan incliné et étre
immobilisé & 'endroit que 'on désire par une vis de pression.
La vis micrométrique est munie dun tambour gradué, en
regard duquel est une aiguille de repere ou un déclic, qui
permettent de savoir de combien on fait tourner la vis, afin
de pouvoir la faire toujours tourner d'une quantité égale. Le
déclic produit en arrivant sur les rainures de la graduation
un petit bruit sec qui avertit l'opérateur de la quantité dont il
a tourné la vis sans qu'il soit obligé de regarder celle derniére,

La pointe de la vis vient appuyer contre un buttoir en acier
tres dur, par Uintermédiaire duquel elle transmet an chariot
porte-objet le mouvement qu'elle a recu.

Lorsqu'on est arrivé a Pextrémité de la vis et que 'on n'a
pas terminé les coupes, on fourne la vis en sens inverse el on
la rameéne & son point de départ; puis, prenant bien garde
de ne pas déplacer en méme temps le chariol de l'objet, on
fait glisser le cadre métallique qui la porte le long du plan
incliné jusqu'a ce que la pointe de la vis arrive au contact du
buttoir du chariot. On fixe alors le cadre avec la vis de pression
et on recommence les coupes.

Pour faire les coupes, on place le microlome devant soi, on
dirige le chariot du rasoir de la main droite, et la main
gauche munie d'un pincean recueille les coupes. Tout étant
en place et le chariot du rasoir & lextrémité de la glissiére
opposée a lopérateur, on ramene ce chariot & soi en le tirant
régulicrement. Une coupe se fait. On repousse le chariot du
rasoir jusqu’a extrémité opposée de la glissitre, on tourne la
vis, puis on le raméne encore a soi. Il importe de faire toujours
parcourir au chariot toute la longueur de la glissiére pour ne
pas user cette derniere inégalement.

4° Microtomes a paraffine. — Il y a deux modéles princi-
paux de microtomes a parafline, ce sont le microtome a bas-
cule et le microtome de Mixor ; I'un et autre sont des micro-
lomes automatigques, ¢'est-d-dire dans lesquels le mouvement
de la piéce est produit par l'instrument lui-méme.

a. Microtome a bascule. — Le microtome a bascule, construit

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 3
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en France par Dumaige, consiste essentiellement en un biti de
fonte supportant une sorte de levier oscillant autour d'un axe
horizontal et portant i I'une de ses extrémités la pitee 4 cou-
per, tandis que Fautre extrémité est reliée par une cordeletle
L une manelte qui mel en mouvement lappareil. Laxe
autour duquel oscille ce levier est supporté sur une picece

Fig. 13,

Microtome a bascule de DumaGe.

mobile en relation par une vis verticale avee une roue dentée
placée sur la base du bdti. A chaque oscillation du levier cette
roue est mue, d'une longueur variable, suivant le nombre de
dents passéegs par un petit déclic disposé a cel effet, et que
I'on peul régler de facon a ce quiil fasse avancer la roue d'une
ou de plusieurs dents & la fois, suivant que lon veut faire des
coupes tres fines ou plus épaisses. La vis fixée d la roue dentée
[ransmel son mouvement an support qui est construit de telle
manicre qu'a chagque impulsion recue de la vis, il fait avancer
la pictece dune quantité déterminée au-devant du rasoir. Ce
dernier est placé perpendiculairement au levier sur deux pi¢ces
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de fonte dans lesquelles il est fixé par des vis de pression.
On peut employerici les rasoirs ordinaires, il n’est pas besoin
d'un modele spéeial.

Le bloe de parafline est lixé sur un support placé & l'extreé-
milé antérienre du levier et capable d'effectuer des mouve-
ments dans les trois directions de Pespace, afin de permettre
une orientation parfaite de la piece.

Pourse servir de ce microtome, les choses étant en place, on
lire & soi de la main droite Ja manette moteur. Dans ce mouve-
ment lextrémité antérieure du levier s’éléve, en méme temps
que la picce est poussée en avant d'une quantité déterminée,
On lache le bouton et le levier sollicité par un ressort s'abaisse
brusquement, tandis qu'une coupe se fait. On recommence et
une nouvelle coupe s'ajoute & la précédente. Lorsque le sup-
port de 'axe est arrivé au sommet de la vis, on le raméne i sa
partie inférieure et on avance le support de la pitce, ramendé en
arritre par ce mouvement, d'une quantilé suflisante pour que
la surface de section affleure de nouveaun le rasoir.

Si, pour tailler les faces du bloc de parafline, par exemple,
ou pour tout autre molif, on a besoin de maintenir en 'air
Pextrémité antérieure du levier, on fixe la manette & un petit
crochet placé pres du point o elle arrive & l'extrémite de sa
course, el qui maintient le levier élevé,

Ce microtome trés pralique ne permel guere de faire que
des coupes assez pelites, ne dépassant pas 1 centimétre carré
de surface et qui ont 'inconvément d’élre un peu courbes.

h. Microtome de Minot. — Dans ce microtome , comme dans
le précédent, la piece vient se présenter elle-méme au rasoir
porté horizontalement sur deux picces métalliques on il est
lixé par des vis. Le support du rasoir peut du reste avancer ou
reculer sur une coulisse creusée dans la base du microtome et
qui permet des mouvements élendus de déplacement. Le bloe
de paraffine est collé sur un plateau métallique qui se place
sur un support mobile dans les trois directions, et qui est rat-
taché lui-méme 4 une lourde piece métallique se mouvant
verticalement le long d'une rainure pratiquée i cet effet, Cette
piece est mise en mouvement parune roue munie d'une mani-
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velle qui permet de 'élever & une certaine hauteur de lagquelle
elle retombe par son propre poids, tandis que le bloc de paral-
fine est présenté an rasoir qui y fait une coupe, '
En arriére de la pitce en question se trouve une roue hori-
zontale portant divers numéros, de 1 & 6. Celle roue présente a
sa face inférieure de petits buttoirs en fer plus ou moins longs

Fig. 16.
Microtome de Minor.

suivant quils répondent & un chiffre plus élevé de la roue.
Dans le mouvement d'élévation de la pitce, I'nun de ces bul-
toirs, choisi a volonté, est heurté par un ressorl qui met en
mouvement un déclic prenant de 1 4 6 dents d'une roue den-
lée, suivant le chiffre inscrit sur le buttoir, el fail avancer d'une
certaine longueur une vis micrométrique fixée a la roue, et
(qui transmet son mouvement i la pitce. Cette derniére avance
donc d'une maniére réguliere au-devant du rasoir qui la sec-
tionne. Lorsque la vis micrométrique est au bout de sa course,
on la rameéne en arriere, puis on avance le bloc de paraffine
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pour le faire de nouveau affleurer le rasoir, ou hien on
déplace le support de ce dernier de la quantité nécessaire.

Pour changer le buttoir, il faut toujours mouvoir la roue
numérotée dans le sens de progression des chiffres, de 5 4 6
par exemple, mais jamais de 6 a5, car on risquerail de dété-
riorer le ressort qui fixe la roue au point correspondant a la
division désirée,

Le microtome de Minot permet de faire de ftres grandes
coupes, ayant jusqu’d 30 millimétres carrés de surface, el qui
sont parfaitement planes,

Y., — INSTRUMENTS DIVERS

oo

1° Etuves et instruments nécessaires a 'inclusion dans
la paraffine. — Pour fondre la paraffine , on peul se servir
d'une étuve petit modele telle que celle représentée figure 17.
Mais il est préférable d'avoir deux étuves semblables, 'une
réglée & la température de 45°, 'autre 4 celle de 38 a 600,
Dans la premicre on mel les vases contenant la parafline
molle, dans la seconde ceux qui renferment la parattine dure
qui fond & une température plus élevée. Si l'on ne posséde
quune seule étuve, on peut cependant en tirer parti de la
maniere suivante : A laide d'une petite flamme de gaz, on la
maintient & la température de 35 & 40° qu’elle doit avoir en
tout temps; puis & certains moments on fait monter sa tem-
pérature au degré voulu en ajoutant un second bec de gaz &
celui qui .brile constamment sous elle; avee un peu de sur-
veillance on peut triés bien obtenir de cetie étuve des tempé-
ralures données pendant le nombre d'heures nécessaire. 11 est
certain que, dans de telles conditions de manipulation, la ré-
culation ne peut plus ére exacte et qu'il ne faudrait pas trop
compter sur elle, toutefois il ne s’agit pasici d'une étuve i tem-
pérature absolumentfixe, mais simplement d'un instrument qui
offre toujours une température voisine de 35 a 40° que 'on peult
élever i volonté, sans perte de temps, et qui a en outre I'avan-
tage de conserver pendant plusieurs heures un degré de cha-
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leur donné. Il va sans dire que dans cet emploi peu normal de
I"étuve, il est bon d'avoir souvent les yeux sur son thermometre.

On fait} fondre la paraffine dans des récipients en métal,
munis d'un manche et d'un bee par lequel on fera couler la

Fig. 11.

Etuve de Gay-Lussac,

paraffine fondue dans le moule au moment de Tinclusion. Il
est bon d'avoir au moins deux de ces récipients, I'un consacré
i la paraffine dure, autre a la parafline molle. Lorsquon veut
inclure une piece, il ne faut pas la mettre dans les récipients
qui ne doivent jamais renfermer que de la paraffine absolu-
ment pure, mais la placer dans une petite boite de verre,
ou dans une pelite cuvette métallique dans laquelle sera
versé le bain de paraffine destiné i cette pieéce, el qui ne
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devra pas étre reporté ultérienrement dans la parafltine pure
qu'il pourrait altérver, parce qu’il renferme toujours une cer-
laine quanlité du liquide, essence on xylol, qui a servi & im-
biber la pi¢ce.

Le moule dans lequel on coule la paraffine est déerit
propos des inclusions dans celte substance,

2° Instruments pour injections. — On emploie fréquems-
ment en histologie des injections interstitielles et des injections
intravasculaires. Il faut posséder
les instruments nécessaires pour
cesdeux modes dinjections. Pour
les injections interstitielles on se
sert des seringues i canule pi-
quante employées pour les injec-
tions hypodermiques. 11 faut une
seringue de la capacité de 20 cen-
timetres cubes au moins, munie
de canules en platine iridié inal-
taquables par les liquides d'in-
Jection. Les seringues stérilisa-

/]

Fig. 18. Fig. 19,
seringue a injeclions. Canules pourla seringue précédente.

bles et démonlables (seringues de Rocx, de Stravs), employées
en bactériologie, peuvent trés bien étre utilisées. Il importe de
laver soigneusement appareil aprés s'en élre servi, de bien
nettoyer les aiguilles et de les munir de leur fil d'argent qui
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placé dans la lumiére de la canule, en empéche 'obturation.

Pour les injeclions vasculaires il faut une seringue de plus
grande capacilé, et pouvant contenir au moins 250 cenlimétres
cubes., On choisira un instrument tres bien construit : le
modéle de Raxvier esl excellent; il posséde un jende canules de
diverses formes et de grosseur variée et un tube de raccord
de caoutchoue, pour relier la seringue & la canule lorsque
cela est utile. Cetle seringue doit étre soigneusement nettoyée
apres chaque injection. Nous donnerons plus loin, & propos
des injections, les détails complémentaires sur la manicre de
s'en servir.

3° Instruments de dissection. — Il est nécessaire pour
faire de Ihistologie d’avoir sous la main tous les instruments

II
|
|
=
Fig. 20. Fig. 21. Fig. 22,
Ciseaux droits fins. Ciseaux droils fins, Ciseaux coudés,

autre modele.

de dissection ordinaires, pinces, ciseaux, scalpels; il faul aussi
avoir une scie, un marteau, un ciseau pour ouvrir le crine des
animaux afin d’en retiver le cerveau,

Il est bon d’avoir des pinces trés fines et de petits ciseaux

el i
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nickelés, les uns droits, les autres coudés sur le tranchant,
d’autres encore i lames courbes (voy. fig. de 20 a 2%). 1l est
aussi utile de posséder des ciseaux fins & ressort semblable @
ceux de la figure 25.

Lorsqu'on emploie cerlains liquides tenant en solution des

Fig. 23. Fig. 24. Fig. 25.
Ciseaux fins & lame  Ciseaux courbes, autre  Ciseaux fins & res-
courbe, modele, sort.

sels métalliques tels que le nitrate d'argent ou le sublimé,
il ne faut pas y plonger des ciseaux ou des pineces en métal,
parce qu'ils seraient attagqués et donneraient lien & un préci-
pité dans le liquide. On emploie alors des pinces dmors d'ivoire
ou de corne, et des spatules faites avec les mémes maliéres
o bien en celluloid.



42 INSTRUMENTS ET REACTIFS

4° Spatules et aiguilles. — Les spatules rendent de grands
services pour porter des coupes minces d'un liquide dans un
autre, pour transporter un embryon délicat, ete. Il y en a de
plusieurs modéles : de rectangulairves, portées par un manche
droit, d'ovales munies d'un manche coudé & angle droit, ou
enlin de courbes pourvues dune pointe, Ces spatules se font

S

o
Fig. 26. Fig 27, Fig. 28. Fig. 29.
Aiguille a Spatule sSpatule Spatule coudée 4 angle
dissocier. carrée, courbe. droit.

en mdtal, en corne ou en celluloid. Ont peut aussi en avoir
a lame de platine mobile, comme celle qui est représentée
figure 28, Ces dernicres sont trés utiles pour manipuler des
pitces dans certains liquides, tels que le nitrate d'argent
ou la liqueur de Kleinenberg par lesquels elles ne sont pas
altaquées.

Un instrument absolument indispensable en histologie est
I"aiguille dite & dissocier (fig. 26). Cette aiguille sert non seule-
ment & la dissociation, mais 4 maints autres usages, notam-
ment a saisir les coupes flottant dans un liquide pour les
amener sur une lame de verre, & ranger les coupes en seérie ;

A e
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elle aide & placer les lamelles couvre-objet, a faire les dis-
sections lines, en un mot elle est pour ainsi dire constammen
entre les mains de Thistologiste qui ne saurait s'en passer.
I'ne bonne aiguille doit étre souple et tres fine.

5" Porte-objet de Cori. — Cet instrument est fort utile, il
consiste en un porte-objet métallique percé en son centre
d'une ouverture quadrilatére, laquelle peut étre plus ou moins
rétrécie par le mouvement d'une lame, qui glissant dans denx

& = &

Fig. 30.
Porte-objet de Coni.

rainures, s‘avance de facon & donner a Nouverture les dimen-
sions que Pon veut. Une rainure creusée sur l'un des bords
de 'ouverture et sur le bord opposé de la lame mobile permel
de maintenir en place les couvre-objets que 'on mel dans
Fouverture du porte-objet, et les dimensions variables de cetle
ouverture sont justement faites en vue d’y placer des couvre-
objets de toutes les grandeurs, L'épaisseur du porte-objet
fait qu'on peut le retourner sur ses deux faces, sans que la
lamelle qui y est enchissée ou la préparation risque de tou-
cher la platine du microscope. Cet instrument permet d’exami-
ner successivement par sa face ventrale et par sa face dorsale
un animal de pelite taille placé entre deux couvre-ohjets. 11 est
précieux pour examiner avant le montage définitif les prépa-
rations de la méthode de Goror portées sur des lamelles,

6° Platine chauffante de Ranvier. — (Vesl une petile
caisse recltangulaire en laiton, pouvant conteniv de 'eau el
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présentant en son milien une fente horizontale dans laquelle
on glisse la préparation. Le centre de la platine est percé

.....

platine. - L', tlube de sortie,

Qune ouverture cylindrique qui, par sa partie inférieure per-
mel aux rayons lumineux venus du miroir d'éclairer Fobjet,
et (qui peul recevoir dans sa parlie supéricure I'objectif avec
lequel on fait I'observation. Une tubulure placée prés de la

g '-i | - | I' -!: 1 | l
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Fig. 31.
Platine chauffante de RANVIER.
A, platine chanffanle, — 1, thermométre, — aa’, lube d'arrivée de leau dans la
T
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surface supérieure de la platine permet l'acces de I'ean chaude,
une tubulure inférieure entraine 'eau, avant quelle se soit
refroidie et ainsi s'établit & U'intérieur de la platine une circu-
lation constante,

L'eau est chauffée soit dans un récipient que les construce-
teurs livrent d’habitude avec la pla-
tine, soil, ce qui est plus commode, Cssitsssssisiastiton
dans une petite étuve de p’ArsoNvar,
avee laquelle il est facile d’avoir une tempéra-
lure constante.

Cette platine est utilisée pour observer dans
leurs conditions normales de température les

eléments anatomiques des animaux i sang
chaud.

7° Fer a luter a la paraffine. — Ce pelil
instrument, indispensable pour border & la pa-
raftine les préparations montées dans la glyceé-
rine, consiste en une tige de fer, courbée &
angle droit & son extrémilé, et portée sur un
manche en bois. La figure 32 donne la vraie
grandeur de cet instrument,

8° Instruments en verre. — a. Laines el

lamelles. — En premiere ligne, il faut citer les
lames ou porte-objets et les lamelles ou couvre- [
objets.

Fig. 32.

Les lames ou porte-objets doivent étre en verre oy i luter

dit blane, c¢'est-fi-dire parfaitement incolores,

bien planes et sans défauts (bulles dair). 11 n'est pas néces-
saire que leurs hords soient rodés. Leurs dimensions varient
suivant le gotil des observateurs, le format ordinaire francais
est de 76 >< 26 millimétres.

Les lamelles ou convre-objets doivent avoir les mémes qua-
lités ; elles sont rectangulaires ou carrées, les lamelles de
22 < 22 willimétres conviennent trés bien pour les portes
objetls de 76 < 26.



40 INSTRUMENTS ET REACTIFS

Lames el lamelles ont besoin d'étre lavées avanl d'étre mises
en service parce quelles ont souvent un revétement de pous-
siere maintenue par des traces de substance grasse qui les
obscurcit, Pour les en débarrasser on peut les mettre & trem-
per pendant quelques heures dans de Pacide sulfurique au
dixieme, les laver soigneusement a Peau, puis a aleool, el
les sécher avee un linge fin,

Lorsque des lames et des lamelles ont servi a faire des pré-
parations que 'on veut délruire, on peut les conserver néan-
moins, On fera tremper les préparations dans de I'aleool impur
ayant déjaservi, qui dissondra le baume et permettra de sépa-
rer la lame et la lamelle, que l'on nettoiera ensuite convena-
blement avee de Palcool ou des résidus de xylol ayant servi,
qui enléveront les derniéres traces du baume,

Fig. 33.

PPorte-objet, chambre humide et & air.

A, vu de face. — B, en coupe. — C, id., recouvert d’une lamelle.

b, Porte-objet chambre humide et @ air de Ranvier. — Cet
imstrument consiste en une lame de verre épaisse, creusée en
son centre d'une rigole circulaire profonde, circonserivant un
cercle dont la surface est en contre-bas d'un dixieme de milli-
metre, par rapport & la surface de la lame elle-méme. Si 'on
dépose sur ce cercle une goultte de lymphe prise sur une gre-
nouille, ou une goutte d'eaun renfermant des infusoires, puis
qu'on recouvre d'une lamelle, Uair emprisonné dans la rai-
nure suffica pour entretenir la respiration de ces élres assez
longtemps,

¢. Flacons compte-goultes. — Pour contenir divers réactifs on

rnr
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emploie des flacons comple-gouttes qui permettent de verser le
liquide goutte & goutte. On choisira le modéle indiqué figure 34
dans lequel la rainure de déversement est parfaitement @
I"abri de la poussitre.

Ces {lacons peuvent servir pour tous les liquides qui ne sont
pas trop visqueux, aleools de divers litres, essences, solutions

Fig. 34. Fig. 35.
Flacon combte-gouttes, Flacon a baume de Canada.

colorantes, ete.: par conltre ils ne laissenl pas couler la glyeé-
rine, on ne peul done les employer pour la contenir et il fau-
dra recourir pour cette substance aux flacons du nécessaire
de Ranvier. On étiguettera soigneusement ces flacons,
Comme sur la table de travail plusieurs d’entre eux con-
tiennent un liguide incolore, alcools de divers degrés, eau dis-
tillée, xylol, il est bon de leur mettre une marque qui les fasse
distinguer aisément alin d’éviter des méprises désagréables, On
peut par exemple metire aux flacons d'alcool des étiqueltes
de papier rouge d’autant plus foncé que lalcool est d'un titre
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plus élevé, pour l'eau on choisira des étiquetles vertes, ete.

d. Flacons @ résines. — Le baume du Canada ou la résine
dammar se conservent dans des flacons spéciaux, comme
celuide la figure 35 et munis d'une petite baguette de verre avec
lagquelle on puise la résine. Si par accident un peu de baume
coule en dehors du flacon ou sur son goulot, on I'enléve avec
un linge imbibé de xylol, de chloroforme ou de tout autre
dissolvantl des résines,

e. Pipettes. — On se procurera deux sortes de pipetles : les
pipettes tubulaires simples, formées d'un tube de verre effilé

Fig, 36, Fig. 37.
Boite de verre. Boite de PerrI.

a I'une de ses extrémités et coiffé & I'aulre extrémité dun
tube de caoutchouc fermé, et les pipettes i boule, qui présen-
tent un renflement sphérique sur leur longueur. Ces der-
nieres sont surmontées dune boule de caoutchoue permettant
de produire une aspiration assez forte. Il faut les choisir en
obhservant que la capacité de la boule de verre ne. soil pas
trop inférieure i celle de la boule de caoutchouc, sans quoi
le liguide aspiré peut pénétrer dans cette derniere, qu'il est
ensuite difficile de nettoyer convenablement.

Il faut avoir en outre des bocaux de toutes grandeurs qui
servent pour fixer ou pour conserver les pieces, des boites de
verre 4 couvercle de différentes dimensions, dans lesquelles
on placera les pieces de petit volume pendant les divers traite-
ments qu'elles ont & subir. On emploiera aussi des boites de
Perri dont une des moitiés sert tres utilement pour recueillir
des coupes dans l'alcool.

{. Chambre humide. — La chanibre humide esl destinée a
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maintenir les préparations a Fabri de 'évaporation pendant
qu'agissent sur elles les matitres colorantes ou d’aulres réac-
tifs. Elle comprend une échelle métallique support des preé-
parations, qui repose sur une cuvetle circulaire en verre

Chambre humide.

dans laquelle on peut mettre de 'eaun. Le tout est recouvert
d'une cloche en verre qui, plongeant dans 'eau de la cuvelle,
délimite une atmosphére saturée de vapeur d'eau.

90 Instruments divers. — Ln dehors des capsules de por-
celaine et du maltériel de chimie destiné a faire les manipu-
lations qui peuvent se présenter (bec Bunsen, fourneau &
gaz, eprouveltes a pied, éprouvelles gradudes, supports,
ballons, ete.), nous signalerons encore les appareils suivants,
qui rendent de grands services,

a. Cuvelle a rainures. — La cuvelle & rainures est une sorle
de boite carrée portant des rainures verlicales, dans les-
quelles s'engagent les lames, qui sont ainsi maintenues
droites. On verse dans ces cuveltes divers bains, colorants ou

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. &
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autres, dans lesquels doivent séjourner les préparations. On
couvre les cuvettes d'une plaque de verre.
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Fig. 30.

Cuvette de porcelaine & rainures.

b. Boite en porcelaine perforée. — Celle boile sert & laver

Fig. 40,
Boite de porcelaine
perforée pour la-
vage de pidees,

maux (grenouilles,

organe.

des objets de tres petiles dimensions, qui
pourraient se perdre si on les meltail
simplement dans un bocal sous un filet
d’ean. Elle consiste en un récipient percé
de petits trous, Jdans lequel on introduit
les pieces, et qu'on ferme & laide
d'un bouchon de litge qui lui sert en
méme temps de flotteur. La boite ainsi
garnie est introduite dans un bocal placé
sous un filet d’eau on son contenu se lave
parfailement sans risquer d'étre enlrainé
par le courant.

c. Assietles et soucoupes. — Il est bon
d’avoir des assiettes el des soucoupes en
porcelaine blanche, qui servent soit i re-
cueillir 'eau de lavage pendant les colo-
rations, soil a entreposer de petits ani-
rats, ele,) auxquels on désire enlever un
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d. Photophore. — Un autre instrument trés utile est le pho-
tophore,sorte de planchette creusée sursaface supérieure d'une
large entaille laissant arriver la lumiére en dessous d'une prepa-
ation qui repose par ses extrémités sur les bords de entaille.
Une rainure faite sur chacun des bords de l'ouverture du pho-
tophore permet de glisser sur la face inclinée de ce dernier
une feuille de bristol blanche ou noire, suivantque 'on voudra
examiner la préparation sur I'un ou autre fond.

=

.

Fig. &1.
Photophore,

Non seulement le photophore est indispensable pour faire
une dissociation, mais il sert d’entrepot pour les préparations
en voie d’exéculion qui sont plus faciles & prendre el & mani-
puler lorsqu’elles reposent sur lui que si elles reposaient sur
la table. C’est pour cela que je préfire de beaucoup ce photo-
phore ancien trés simple aux instruments plus compliqués,
munis de miroirs réflecteurs et qui ne peuvent servie qu'a la
dissociation seule. Comme chacun peut construire lui-méme
ou faire construire cet instrument, je donnerai les dimensions
quil doit avoir : épaisseur, 0,025 millimdtres: longueur,
0,110  millimétres;  largeur, 0,120 largeur de Dentaille,
0,060 millimétres,

§ 3. — MATERIAUX D'ETUDE

Les matériaux d’étude de I'histologiste lui sont naturellement
fournis par le régne animal ; il convient d’en dire quelques mots,
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On doit d’abord avoir sous la main de petits mammiféres
faciles & entretenir dans un laboratoire : lapins, cobayes, rats
blancs. On pourra enfermer ces animaux dans les cages gril-
lées que l'on emploie dansles laboraloires de bactériologie.

Il est facile de se procurer & I'abattoir diverses pieces utiles :
yeux, cerveau, moelle, ete., el surtout des embryons ou des
feetus.

Enfin il ne faudra pas négliger de sapprovisionner de maté-
riaux dans les services de chirurgie o, au moment d’ampu-
tations, d’ablations de tumeurs, on pourra avoir des tissus ou
des fragments d'organes sains, que 'on fixera sur place et que
'on emportera ensuite au laboratoire.

En dehors de ces matériaux, on en demandera d’autres plus
précieux encore & certains points de vue, 4 la classe des
batraciens. Ces animaux possedent des éléments cellulaires
de grande taille dans lesquels certains détails eylologiques se
voientl (res aisément, el ils se prétent & mainles expériences
ou observations qui n'exigent pas un outillage compliqué et
sont des plus instructives (observations du sang circulant,
picges & globules blanes, ele., ele.).

Le plus remarquable de ces animaux, au point de vue cylo-
logique, est la salamandre terrestre, que l'on trouve sous les
pierres, dans les lieux humides, On la conserve vivante dans des
caisses renfermant de la mousse humide et on la nourrit de
vers. Viennent ensuile les tritons qui se trouvenl dans toules
les mares. 1l est facile de s'en procurer pendant la belle saison,
en péchant & l'aide d'un filet, ou simplement en attirant hors
de T'eau les algues filamenteuses qui tapissent le fond des
mares et dans lesquelles ils restent pris. Pendant les mois
d’avril & juin, on trouve leurs larves, qui portent sur les cotés
du cou des panaches branchiaux dressés. Ces larves sont pré-
cieuses pour I'histologiste. Les tritons el leurs larves se conser-
vent en bon état dans les aquariums contenant des herbes
agqualiques nécessaires pour maintenir la pureté de I'eau,

Les grenouilles servent pour ainsi dire journellement i une
foule d'exercices histologiques (imprégnation & Pargent du
mésentere, examen des cils vibratiles vivants, préparations
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des fibres & myéline, ete., ete. On les tient dans un aquarium
ou dans une caisse en bois, munis d'un fond incliné, de facon
(qu'une partie soit sous I'ean, et l'autre en dehors de 'eau. Les
grenouilles se tiennent le plus souvent sur cette partie émer-
gée et ne se réfugient dans l'eau qua certains moments. I
faul éviter de les metbtre dans un agquarinum plein d'eau.

Dans les villes du littoral on peut se procurer d'excellents
matériaux d'étude avec les raies ou les squales, dont le sys-
leme nerveux, en particulier, est formé d’éléments de grande
taille faciles i isoler et & bien voir,

Tels sont les animaux d'un emploi courant ; mais il ne fau-
dra pas négliger d’en chercher d’autres qui dans certains cas
peuvent fournir des données intéressantes.

Une rigle générale, en ce qui concerne les animaux dont
on se sert, est de leur éviter les souffrances inutiles, On devra
donc anesthésier au chloroforme tous les animaux auxquels on
veulfaire subirune opération quelconque. On tuera parle chloro-
forme les rals, les cobaves, les lapins, Pour les balraciens, qui
offrent une grande résistance vitale, il est bon de leur détruire
la moelle et I'encéphale en enfoncant dans les cavilés corres-
pondantes une aiguille i dissocier gue 'on meut de facon a
désorganiser la substance nerveuse. De celte facon si les tissus
vivenl encore un cerlain temps, la sensation de la douleur
esh au moins supprimée.

CHAPITRE 111

REACTIFS. — MATIERES COLORANTES

SUBSTANCES DIVERSES

Nous donnons ici la liste des réactifs, des matitres colorantes,
el de quelques substances indispensables, sans lesquelles on
ne saurait faire de recherches histologiques fructueuses.
Quelques corps d’un emploi moins fréquent ne sont pas cités,
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on les trouvera mentionnés dans la partie spéciale & propos
des méthodes pour lesquelles ils sont nécessaires.

§ 1. — ALcooOLs, ACIDES, BASES, SELS

1° Alcool. — L’alcool employé en histologie est Ualeool éthy-
ligue, alcool bon goil du commerce.

On le trouve dans les drogueries & I'état anhydre, aleool
absolu, ou tres peu hydraté, aleool fort, alcool i 90° environ.

a. Aleool absolu. — Le commerce fournit aux laboratoires de
I'alcool absolu, mais ce liquide est trés hygrométrique, de sorle
quil s'hydrate dés gqu'on le laisse a lair quelques instants.
Aussi convient-il de le conserver dans des flacons de petite
apacité, munis de bouchons en liege.

Pour le garder parfaitement anhydre ou pour le déshy-
drater, s'il est arrivé & contenir un peun d’eau, on met dans le
flacon qui le renferme quelques cristaux de sulfate de cuivre
calcinés sur une plaque de tole et devenus d'un blane grisitre.

Tant que les cristaux gardent leur teinte blanchdtre, on peut
étre stur que l'alcool est anhydre. S'ils deviennent bleus, c’est
qu'il 8'est hydraté. On décante alors le liquide et on le verse sur
une nouvelle quantité de cristaux calcinés; dés que ceux-ci
restent incolores, ¢'est que la déshydratation est suflisante.

On reconnait que lalcool est absolu lorsqu’il se mélange
parfaitement avec le xylol et I'essence de térébenthine. Si le
mélange de ces corps louchit, c’est que I'alcool n'était pas
absolu. La teinte blanchiatre du mélange est due en effet i
de toutes petites gouttes d’eau contenues dans I'alcool et qui
restent en suspension dans I'essence ou dans le xylol.

b. Aleool fort a 90-95°. — L’alcool fort du commerce marque
cénéralement de 90 & 959; on le désigne communément sous
le nom d'alcool & 90°. 11 doit étre absolument incolore el ne
laisser aucun dépot au fond des flacons. On le trouve parfois
coloré d'une légére teinte brune due & la matiére colorante du
bois des fats dans lesquels il a été conservé. Il faut alors le
rejeter parce que cette teinte se porte sur les picces et 87y fixe
énergiquement,
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c. Usages de Ualcool. — L’alcool est peut-étre le réactif le
plus utile en histologie, et nombreux sont ses usages. Il est
employé :

1° Comme fixateur (voy. II° part. ch. 1, p. 89);

2° Comme liquide conservateur pour conserver des pieces
fixées soit & l'alcool lui-méme, soit & laide d’autres réactifs
(voy. p. 90);

d° Comme déshydratant, pour enlever l'eau des pitces, ef
permeltre I'imbibition de celles-ci par des corps qui ne se
mélent pas a 'eau, tels que les essences (voy. II° part. ch. v,
p. 193, Montage);

4 Pour des lavages de pieces apres certaines substances
flixalrices et colorantes a la fois, telles que l'acide picrique
(voy. Fizalion, p. 92; Liqueur de Kleinenberyg, etc.);

b? Dilué au tiers, comme liquide dissociateur voy. p. 125).

On a sonvent l'occasion de se servir d'alcool dilué et mar-
quant 800, 70°, 60°, ete., ainsi qu'on le verra & propos du mon-
tage des coupes ou de leur coloration.

Pour faire de 'alcool & un titre désiré, il suflit d’ajouter de
I'ean distillée & de I'alcool a 90°, On prend une longue éprou-
velte a pied. on y verse de I'alcool & 90°, puis on y ajoute gra-
duellement de 'eau distillée, en ayant soin de chercher avec
un alcoometre centésimal, plongé dans le mélange, le titre de
ce dernier aux divers moments de lopération. Lorsquon est
arrivé an degré voulu, on s'arréte.

Les résidus d'aleool absolu, & 90° et méme & 702, peuvent étre
ulilisés. On pourrait les faire distiller 4 nouveau, mais cela
parait peu pratique, le produit de la distillation gardant sou-
vent une odeur trés désagréable. 1l vaut mieux les braler
dans une lampe a alcool dont on a toujours 'emploi, ou bien
les garder pour desceller les préparations montées au baume
ou lutées a la cire que l'on veut démonter pour utiliser a
nouveau les lames et les lamelles qui les supportent. En
les faisant tremper dans ces résidus d’alcool, le baume se
précipite sous forme d'une matiére blanchidtre finement gra-
nuleuse, la lame et la lamelle qu'il réunissait se séparent
'une de l'autre et, lavées avec du xylol qui enléve les der-
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niers reésidus de baume, elles peuvent étre remises en ser-
vice,

2° Glycérine. — La glycérine doit étree pure, trés dense,
sirupeuse et non acide. Elle doit se méler parfaitement avec
eau et avec Ialeool,

On Pemploie pure, ou légtrement étendue d'ean pour monter
cerlaines préparations. On peut alors, suivant les indications
données dans la partie spéciale, Fadditionner de quelques
goultes de picro-carmin, ou de quelques goultes d'acide for-
mique.

En dehors de cet nsage, la glycérine entre encore dans dif-
férents mélanges dont il sera parlé plus loin.

3" Acides. — Les principaux acides employés en histolo-
gie sont les suivants :

a. Aeide sulfurigue. — On choisit de 'acide sulfurique con-
centreé, du poids spécilique de 1.83. On emploie cel acide pur
dans la fabrication de la liqueur de Kleinenberg, liquide fixa-
leur; pour d’autres usages, on en fait des solultions a un titre
délermine,

b. Aeide nitrique. — On se sert de 'acide nitrique concentré
dont on fait ensuite des solulions titrées, suivant les usages
auxquels on les destine. Il est surtout employé comme décal-
cifiant.

c. Acide chlorhydrigue. — On prendra de 'acide chlorhy-
drique concentré parfaitement incolore. Il est employé en
solutions aqueuses ou alcooliques tres diluées, pour des lavages
apres certaines substances colorantes. 1l agit alors en décolo-
ant légérement et en précisant la fixation de la matiére colo-
ante sur les noyaux,

d. Aeide chromigque. — Ce corps est cristallisé sous la forme
de larges aiguilles rougedtres. 11 est trés hygroméirique et i
cause de cela il convient de le conserver dans des {lacons bien
bouchés. Ne pas oublier que les cristaux dacide chromique
sont caustiques. On en fail des solutions dans I'eau distillée
a divers titres.
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Il est bon d'en avoir une solution & 10 p. 100 toujours préte
en vue de la préparation du liquide de Flemming (voy. ce mol,
p. 98); Fon peat ensuile ¢tendre 4 volonté cette solution pour
différents usages,

L'acide chromique enfre dans la constitution du liquide de
Flemming, il est aussi employeé comme durcissant & la dose de
1 p. 100 et comme dissociateur & la dose de 1 p. 1000,

e. Actde osmique. — L'acide osmique se trouve dans le com-
merce sous la forme de cristaux verditres renfermés dans des
tubes de verre scellés & la lampe. Les fabricants le livrent en
tubes de 4 gramme ou méme de 08°,50 cenligrammes, ce qui
est commode pour faire des solutions titrées,

Quel que soit son mode d'emploi ultérieur (solution oun
vapeur), l'acide osmique doit étre préalablement dissous dans
I'ean distillée ; on emploie habituellement la solution a 1 p. 100,
Pour faire cette solution on prend un tube de | gramme, on le
lave soigneusement dans I'eau, on enleve I'étiquette qui le
revét, en ayant bien soin de faire disparaitre toute la gomme
qui a servi pour la coller, puis on le passe dans I'eau distillée
et on l'essuie avec un linge trés propre. Ceci fait, placant le
tube surune feuille de papier blane, pour recueillir les cristaux
si le tube venait a se rompre inopinément, on I'ouvre a laide
d'un trait de lime fine. On jette les cristaux et le tube lui-
méme dans un flacon de verre de couleur, fres soigneuse-
ment laveé et renfermant 100 grammes d’eaun distillée. L'acide
se dissoul complétement en quelques heures.

Lacide osmique se réduit facilement en noir si le flacon qui
le contient renferme la moindre trace de poussitres orga-
niques. Cest pour cela qu'on recommande de laver trés soi-
gneusement le flacon destiné a la solution avee de lacide chlor-
hydrique, de T'eau distillée puis de l'alcool, et entin de le
sécher avant dy mettre la solution. Malgré ces précaulions,
comme il y a toujours réduction d'une petite quantité de l'acide
sur les parois du flacon, il est bon de préparer la solution par
petites quantités et au fur et & mesure des besoins, soil
100 grammes de solution & 1 p. 100. Pour ne pas étre pris au
dépourvu, il est bon de savoir que certaines sortes dacide
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osmique se dissolvent assez lentement dans I'eau, et qu'il faut
an moins vingt-quatre & trente-six heures pour que la dissolu-
tion d'un grammedans 100 grammes d'eau distillée soit achevée.

. Acide formique. — Il faut prendre l'acide formique pur,
limpide et incolore. En solution aqueuse, il sert dans les
imprégnations au chlorure d'or, soit a acidifier la piece, soit
apres action du ehlorure d'or comme milieu réducteur. Tres
dilué, il agit sur les matieres colorantes comme l'acide chlor-
hydrigue.

g. Aeide acétique. — 11 faut avoir un flacon d’acide acétique
glacial, qui cristallise & une basse température. Cet acide entre
pur dans la composition de la liqueur de Flemming, réactif
lixateur. Dilué dans I'eau, il peut remplacer I'acide formique
comme réducteur aprés le chlorure d’or.

h. Acide phénique. — Doit étre pur et cristallisé. 11 est tres
hygrométrique et il faut le conserver dans des flacons bien
bouchés. Enlre autres usages, il est employé en mélange avee
le xylol pour éclaircir les préparations incluses dans le collo-
dion ou dans la celloidine.

1. Aeide pierigue. — L'acide pierique est un corps cristallisé
en lamelles minces, d'une belle couleur jaune vif, d'une
saveur Lres amere.

Il se dissoutaisément dans 'ean et dans 'alcool. On 'emploie
en général en solution aqueuse saturée. Pour avoir celte solu-
tion toujours sous la main, il est bon de meltre un exces
d'acide picrique dans le fond d'un flacon que I'on remplit a
nouveau d’eau, chaque fois que l'on y puise une certaine
quantité de la solulion déja faite. On peut faire la solution
d'acide picrique dans 'eau ordinaire ; cependant, lorsque celte
solution devra étre mélangée avec du nitrate d’argent (voy.
p. 116), il faudra se servir pour la faire d'eau distillée.

L'acide picrique est employé comme fixateur et a ce titre
entre dans divers mélanges (liquide de Kleinenberg, formol
picrique, liquide picro-osmio-argentique).

Il sert aussi dans le durcissement des pitces par la gomme
(voy. p. 132).

Enfin on I'a utilisé comme colorant (voy. p. 172).
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4° Bases. — Ces réactifs sont employés soit pour les disso-
ciations, soit pour faire les matieres colorantes.

a. Potasse. — On emploie la polasse en solution concentrée
a 40 p. 100, faite le plus souvent au moment de s’en servir
et suivant la formule :

Potasse caustique. . . . . . . . . . 40 grammes
Eau disfillée .7. « o o« 0 6 6 wme s B0 —

Cette solution doit se conserver dans un flacon bien bouché
avec un bouchon de caoutchouc. Elle dissout les ciments
intercellulaires sans détruire les cellules, mais plus diluée elle
détruit absolument les éléments cellulaires, sauf les fibres élas-
tiques. Ne pas oublier que cette solution est tres causlique.

b. Ammoniaque. — On emploie 'ammoniaque ordinaire des
drogueries. Exiger qu’elle soit limpide et incolore.

L'ammoniaque sert surtout comme dissolvant du carmin.

c. Aniline ou huile d'aniline. — C'est un liquide huileux,
incolore, lorsqu’il est récemment préparé, mais qui prend bien-
tot une coloration jaundtre qui fonce peu & peu el tourne au
brun. Pour les usages histologiques, l'aniline doit étre incolore.

Elle sert surtout a fabriquer I'eau anilinée que 'on fait en
ajoutant un peu d’huile d’aniline dans 'eau distillée. On agite
fortement la bouteille, 'huile se réduit en gouttelettes fines, et
une certaine quantité se dissout dans I'eau. On filtre sur un
papier épais, I'eau anilinée doit étre parfaitement incolore ; si
elle est tant soit peu laiteuse, il faul filtrer & nouveau parce
que des goullelettes d’huile ont passé. L'eau anilinée entre
dans la composition de certaines solutions colorantes.

5° Sels. — Un certain nombre de sels sont employés dans
la technique; nous ne citerons que les principaux.

a. Nitrate d’argent. — On prend du nitrate d’argent cristal-
lisé dont on fait des solutions agueuses i 1 p. 100, dans de
P'ean distillée. La solution & 1 p. 100 se conserve a l'abri de la
lumiére et surtout des poussitres dans un flacon de verre bleu
ou brun, bouché A I'émeri : on U'étend avec de 'eaun distillée
pour avoir les solutions de titres plus faibles,
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b. Bichlorure de mercure (sublimé). — Ce sel se présente sous
la forme d'une poudre blanche trés lourde. En raison de sa
haute toxicité, il importe de le conserver dans des flacons soi-
gneusement étiquetés. 11 s'emploie en solution dans 1'eau
comme fixateur (voy. p. 103).

c. Chlorure d'or. — Le chlorure d'or est un sel jaune d'or,
liveé d’habitude en petits flacons d'un gramme.

On 'emploie en solution & 1 p. 100 dans 'ean distillée.

d. Alun d'ammoniague el alun de potasse. — Ces deux corps
doivent étre sous la forme cristalline ; on emploie 1'un ou
Fautre indifféremment dans la préparation de certaines
solutions colorantes, comme le carmin aluné et I'hématéine.

e. Chlorure de sodium. — On se procurera du sel marin
cristallisé. Ses principaux emplois sont la fabrication de la
solution physiologique a 0,75 p. 100, et la préparation de solu-
tions de sublimé dont il angmente la solubilité dans 'eau.

f. Bichromate de potasse. — Le bichromate de polasse est
livee sous la forme de eristanx jaune-orangé vif,

[l se dissout dans I'eau et entre sous forme de solufion
aqueunse dans la composition du liquide de Miller (voy. ce
mol p.102) et dans celle du liguide de Cajal (acide osmique et
bichromalte de potasse) employé dans la méthode de cet anteur
pour 'étude du systéme nerveux (p. 117).

(Cest un fixateur. I peut étre aussi employé pour durcir le
systéme nerveux central,

a. Bichromate d’ ammoniaque. — Ce sel, trés voisin du précé-
dent, lui a été quelquefois substitué. 1l parait durcir les centres
nerveux moins rapidement que le bichromate de polasse
(RANVIER),

§ 2. — MATIERES COLORANTES

Les principales matitres coloranles sont lirées soil des étres
vivants (carmin et hématoxyline, par exemple), soit de la
distillation du goudron de houille, provenant d'étres fossiles
(couleurs d'aniline). Ces produils sont tres souvent falsifiés ;
aussi faut-il se les procurer dans des maisons connues, et si
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les échantillons livrés ne donnent pas satisfaction il sera bon
d'en essayer d'autres. On arrivera toujours ainsi a obtenir les
solutions indiquées dans cel ouvrage.

Nous étudierons ici les principales substances colorantes et
les solutions les plus importantes quelles permetlent de pré-
parer.

1° Carmin. — Le carmin est un corps tiré de la cochenille et
qui se présente sous la forme de fragments irréguliers, d'un
rouge vif, ayant, & la couleur pres, laspect de U'empois dami-
don. Celui que 'on emploie pour les colorations histologiques
est connu sous le nom de carmin n® 40.

C'est un corps trés soluble dans 'ammoniaque, insoluble
dans I'aleool et dans 'eau ; mais en présence de cerlains sels,
‘alun de potasse ou d'ammoniaque, borax), et avec l'aide de la
chaleur il donne des solutions aqueuses ou alcooliques qui for-
ment d'excellents colorants.

Ce produit est tres souvent falsifié, il faul s'adresser pour
I'avoir bon a des maisons connues el s‘occupant de fournitures
pour 'histologie On prépare avec ce carmin diverses solutions
colorantes qui sont : le carmin aluné, le carmin boracique a
I'alcool, le picro-carminate d’ammoniaque,

a. Carmin aluné (GRExAcHER). — Cetle solution est formée
par du carmin el de alun dammoniaque broyés el dissous
dans I'eau & I'aide de la chaleur. Les proportions des différents
corps sont les suivantes :

BT 1R T LS S I gramine
Alun d’'ammoniaque . . . . . . , . D grammes
T e R e e R T S e el 1| -—

On fait chauffer et on maintient & I'ébullition pendant un
quart d’heure au moins, ou méme davanlage, jusqua ce que
la teinte du mélange soit d'un beau rouge-violet foneéd, Si
apres une ébullition prolongée pendant une heure on n'oblient
pas cetle teinte, mais une coloration plus faible, ¢’est que le
carmin ne valait rien et il faut recommencer avec un autre
¢chantillon,
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La solution achevée, on filtre une premiére fois & chaud, on
laisse reposer, puis on filire & froid et on conserve dans des
flacons bouchés au litge, On ajoute quelques cristaux de cam-
phre ou de thymol qui flottent sur le liquide et empéchent le
développement des moisissures. Avee ces précautions la solu-
lion se conserve inlacte pendant trés longtemps. A la longue
il se dépose au fond du flacon des cristaux d'alun, cela n'a
aucune importance pour la valeur de la solution.

b. Carmin boracique d U'alcool (GrExacHER). — Clest une solu-
lion de borax et de carmin n° 40 dans 'alcool & 70°; la for-
mule est la suivante :

Larmn DY, . o e s s e 1 gramme
BOTAX: ial el e ol ot S S grammes
P ot I L S SR il I e 1T ERET

e carmin et le borax pulvérisés sont mis dans un ballon de
verre contenant Nalcool & 700,

On chaulle an bain-marie en prenant des précautions contre
l'inflammation de 'alcool ou de ses vapeurs; on laisse bouillir
5 &4 10 minutes an maximum et on filtre a chaud. Ceci est le
mode de préparation que j'ai vu suivee autrefois dans le labo-
ratoire du professeur KLEINENBERG.

La solution a une belle teinte rouge vif; elle a une grande
tendance & laisser un dépdl et & précipiler au contact d'un
alcool de titre plus fort que celui qui lui sert de véhicule, 11
faul done éviter de la mélanger avee de 'aleool & 900,

Cette solution colorante placée dans des flacons bouchés i
I'émeri se conserve bien.

c. Piero-carminate d'ammoniague (Raxvier)., — Celte malicre
colorante, introduite dans la technique histologique par Rax-
VIER, est préparée par lui de la maniére suivante : « On verse
dans une solution saturée d'acide picrique du carmin dissous
dans 'ammoniaque, jusqu’a saturation. On laisse évaporer len-
tement a Uair libre dans de grands cristallisoirs. 1l ne faut pas
craindre la putréfaction ; elle semble favoriser la réaction,
Celle-ci exige du temps, des semaines et méme des mois. Il se
dépose peu i peu des cristaux de picrate d'ammoniaque el du
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carmin amorphe que l'on recueille pour une opération ulté-
rieure. On décante, on filtre, on évapore a siceité au bain-
marie. On reprend sur 'eau distillée, on filtre et on évapore
de nouveau. On obtient ainsi une poudre brune qui doit se dis-
soudre enticrement dans 'eau distillée ; une solution a un cen
titme est la plus convenable, »

On peut encore préparer le picro-carmin de la maniére
suivanle : Dans une grande capsule de porcelaine on met une
solution saturée de carmin dans de Fammoniaque, sur lagquelle
on verse une solution agqueuse saturée dacide picrique. On
chauffe ; 'nmmoniaque en exces s'évapore peua a peu et la
masse prend une leinte rouge sang caractéristique. Pour
bien apprécier cette coloration, on recueille de lemps &
autre, au moyen d'un agitaleur de verre, une goutle de la
solution que I'on dépose sur du papier filtre. La tache produite
doit étre de couleur rouge sang uniforme ; tant qu'elle pré-
sente une teinte violacée ou rose foneéd, il faut ajouter de
l'acide picrique et chauffer encore. Lorsqu'on a obtenn
la couleur désirée, on cesse d'ajouler de l'acide picrique, on
filtre & chaud, puis a4 froid. La solution est achevée el préte
i étre utilisée. Elle ne doit pas avoir d'odeur ammoniacale On
la conserve dans des flacons bouchés au litge avee quelques
cristaux de camphre, cela n'est cependant pas indispensable,
car les moisissures n'altérent pas la matiére colorante,

2° Hématoxyline, hématéine. — L'hématoxyline est une
malticre colorante tirée du bois de campéche. Elle se pré-
sente sous la forme d'une poudre brun clair, soluble dans
I'aleool.

Dans la plupart des cas on emploie maintenant 'hématéine,
substance qui a I'aspect d'une poudre brune plus foneée que
I'hématoxyline et qui est un produit d'oxydation de cette der-
nitre. L'hématéine se forme naturellement et i la longue dans
les solutions d’hématoxyline ordinaire et leur donne leur pou-
voir colorant. C'est justement pour cela que plusieurs des
solutions d’hématoxyline autrefois employées n'élaient pas
colorantes immédiatement et devaient mirir avant de pouvoir
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servir. Avec I'hématéine on oblient les solutions colorantes
d’emblée, comme celle que nous donnerons plus loin. L'hé-
matoxyline fournit une coloration précieuse en cytologie (Hei-
pEXHAIN) dont nous parlerons dans la partie spéciale.

Hemaléine a Ualun. —Pour préparer cette matiére colorante,
1l faut faire les deux solutions suivantes :

= -  Hématéine . . . . . 1 rramme
solution A. . =

“* ¢ Alcool 4900 . ., . . 100 cent. cub.
3 : bahAIan. G a a 30 erammes
solution B. ;| +
olut FUEaN T S e e Al —_

On fait dissoudre 'hématéine dans 'alcool ; si, ce qui arrive
quelquefois, elle ne s’y dissolvait pas enlierement, on pourrait
ajouter 5 & 10 centimetres cubes d’alcool. On oblient ainsi
une solution brun acajou tres transparente que l'on verse dans
la solution B, faite a chaud. On laisse refroidir, on filtre et on
a un liquide d'un beau violet rougedtre, transparent, que 'on
conserve dans des flacons bouchés au liege, avee quelques
eristaux de thymol. Cette formule, comme du reste la plu-
part de celles qui servenl i préparer les solutions d’hémalo-
xyline, est une modification légére de Fancienne formule de
BaEHMER.

3o Safranine. — La safranine est, comme toutes les couleurs
indiquées ci-apres, un dérvive de I'aniline; elle est livrée sous la
forme d'une poudre rougeditre. Comme toules les autres cou-
leurs d’aniline, ¢’est un corps tres variable dans ses propriétés
et dans ses qualités, avee lequel par conséquent on peut avoir
des résultats tres différents suivant la marque dont on se sert,
Je ne parlerai ici que de la safranine O. de Gribler. (D" Gri-
bler, 63, Bayersche Strasse, Leipzig.)

Avee celte safranine on prépare la solution suivante :

oluti L Safraning O .. ... . . | gramme
Dolution A. 5 wjepol absolu. . . . 100 cent. cub.

(qui peul se conserver pendant plusieurs mois et qui est la solu-
tion meére avec laquelle on prépare les solutions définitives,
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employées pour la coloration. Celles-ci ont la formule suivante :

" Safranine alcoolique. 10 centimétres cubes
Solution A. ! Eau distillée. . . . . 10 —
- Eau anilinée. . . . . 10 -

Cette derniere solution, comme toutes celles qui renferment
de I'ean anilinée, ne se conserve que peu de femps, et pas au
deld d'un mois. On la fabrigque au fur et & mesure des besoins.

4° Violet de gentiane. — Le violet de gentiane est une
poudre violette & reflets métalliques verddtres. On en fail une
solution mere a 5 p. 100 dans 'alcool & 90° :

v Violet de gentiane . D grammes

Solution A. ¢ Alecool a 90°. . . . . 100 centimélres cubes

lorsqu’on veut employer la couleur on fait le mélange suivant
qui ne se conserve que quelques jours.

Solution A. . . . . . . . . . 1 centimetre cube
Alecool 4 90° . . . . . . . . . 1 —
Eau anilinée filtrée. ., . . . . 10 - -

5°Bleu de méthyléne polychrome de Unna. — Le bleu po-
Iychrome de Uxya est un mélange colorant & base de bleu de
méthyléne, liveé tout préparé par Gritbler. Cette matiere colo-
rante est tres belle ; elle donne en partie les mémes résultats
que le blen de méthyléne et que la thionine, et est plus facile
a employer que celte derniére,

Un complémentindispensable du bleu polychrome est lasolu-
tion fournie par Gritbler sousle nom de glycerinithermischung.

6°Vert lumiére. —S’emploie en solution aquoso-alcoolique
d’apres la formule suivante :

g 33 111700 e 3 gr. b
Eau distillée . . 100 grammes
Alcool a 90°. . . . . . . . 100 centimétres cubes

Il sert comme colorant de fond dans la méthode de BExpa.
PRECIS DE TECHNIOUE HISTOLOGIOUE, b
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7°Eosine. — L.'¢osine est une substance qui se présente sous
la forme d'une ;mudro rougedtre. Il y en a deux sortes : I'une
soluble dans I'alcool (primerose), 'autre soluble dans I'eau.

On fait avee ces deux substances deux solutions: 'une (éosine
a l'alcool) est d'un rouge vif & la lumitre transmise et offre i
la lumiere réfléchie des rellets verddtres (fluorescence) tres
margueés, Sa formule est la suivante :

Eosine primerose. . . . . . 0 gr. 25
Alcoola90 . ... . . .. 100 centimétres cubes

L'autre a une fluorescence moins marqueée ; elle est ainsi
composece :

EOSIIE = ek Srepe iy o N G S 0 gr. 50
Eau distillée. . . . . « oo o« « « 400 grammes

8'Orange G. — L'orange G estune substance fournie par
Grithler, que 'on emploie en solution agqueuse concentrée; la
formule en est :

DTRDEE AR I 28 e i w wrg mE 2 gramimes
]‘;il.l.] diSti“lriE. " - [l # # L] " " " " w 1["] ey

G'est un liquide brun acajou clair,

§ 3. — SUBSTANCES DIVERSES

1° Substances aromatiques. — Les subslances de ce groupe
sont employées comme dissolvants, comme éclaircissants et
comme agenls antisepliques.

a. Benzine. — Produil de la distillation de la houille. C'est
un liquide incolore, trés réfringent, insoluble dans I'eau,
soluble dans I'éther, dans I'alcool absolu. Dissout les graisses.

Sert i dissoudre la résine dammar ; voyez la formule donnée
d propos de celte derniere.

b, Xylol. — Corps homologue de la benzine et doué des
mémes propriélés, Tres volatil,

11 est treés employé comme dissolvant de la parafline pour
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faire les inclusions et pour débarrasser ensuile les coupes
de la parafline, '

¢. Toluéne. — Corps lreés voisin du xylol; sert aux mémes
usages,

d. Thymol. — Produil cristallisé retiré de 'huile de thym. Est
employé comme anliputride ; quelques cristaux placés dans les
solutions colorantes d’hématéine oun de carmin les prolegent
contre le développement des moisissures,

e. Camphre. — Les cristaux de camphre onl les mémes
usages (ue ceux de thymol. Leur action antiputride est (rés
remarquable ; ils permetlent de conserver longlemps a 'abri
de la putréfaction diverses solutions colorantes ou autres.

20 Essences ou huiles essentielles. — Les essences ou
huiles essentielles sont des corps d’odeur aromaltique, insolubles
dans 'eaun, solubles dans alcool absolu, qui dissolvent les
résines et se mélent & la paraftine. Elles servent & imbiber les
coupes envue du montage dans les résines, ou de inclusion
dans la paraftine. Elles rendent trés transparventes les coupes
quelles ont imprégnées (éclaircissement). Les plus usilées
sont les suivantes :

a. FEssence de girofle. — Essence jaunilre, devient brune
en vieillissant, décolore parfois les préparations avee beaucoup
d'énergie; dans ce cas prendre un autre échantillon qui n’ait
pas cet inconvénient, Sert a éclaicir les piéces el permet de
les monter dans les résines.

h. Essence de bergamote. — De couleur verddtre, ou jaune
verditre, décolore moins que I'essence de givofle. Employée
comme celaireissant.

¢. Essence d'origan. — Incolore, d'odenr tres forle, éclaireit
bien, décolore moins vivement que U'essence de girofle.

d. FEssence de térébenthine. — Incolore, (rés fluide tout
d'abord, elle s'évapore facilement et forme alors une pite
tenace résineuse. Sert pour dissoudre la résine dammar.

e. Essence de cédre. — Lpaisse, légérement jaune, est sou-
vent employée comme liquide intermdédiaire entre 1'alcool
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absolu el la paraflline dans les inclusions lailes avee celle der-
niere substance.

3" Baume du Canada. — C'est une résine liveée dans le com-
merce sous la forme de fragmenls durs, jaundatres, trans-
lucides, ou sous forme de solution. Il vaul mieux prendre le
baume sec el faire ses solutions soi-méme. Le baume est so-
luble dans le xylol, le toluéne, la benzine, le chloroforme, les
huiles essentielles. Il est insoluble dans I'eau se désagrége et
précipite par laleool. Tl fond a une certaine température et se
prend de nouveau en refroidissant ; pour en faire des solutions,
on emploie d'ordinaire le xylol ou le chloroforme. La solution
courante est celle au xylol, mais il est bon d'en avoir une au
chloroforme. Ces solutions se font simplement en mélangeant
les deux corps de facon & avoir la fluidité cherchée, On filtre s'il
v a lien; ¢’estune opération trés longue (le baume formant une
sorte de vernis & la surface du papier) que 'on facilite en fai-
sant la solution trés fluide, quitte a la ramener & la concentra-
tion voulue par évaporation.

Les solutions de baume du Canada prennent en vieillissant
une teinte jaune assez marquée,

4° Résine dammar. — La résine dammar est livrée par
les marchands sous forme de fragments semblables & ceux de
la gomme arabique. Elle offre les mémes propriétés que le
haume du Canada vis-d-vis des corps dont nous avons parlé,
Ses solutions ne deviennent jamais jaunes et restent toujours
incolores ou & peine teintées ; aussi la préfere-t-on dans nom-
bre de cas au baume du Canada,

JTemploie depuis plusieurs années la solution suivante, dont
je suis lres satisfait

Résine dammar. . . . . . . . . . . 30 grammes
Benzine purpes & v ¢ . coatatata SRSl —
Essence de térébenthine . . . . . . 20 —

Filtrer sous une cloche remplie de vapeurs de benzine, Cette
solution est trés liquide, on la conserve dans un flacon bouche
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au litge, et 'on n'en met dans le flacon & baume que la quan-
tité dont-on a l'emploi immédiat. Lorsque dans le flacon &
baume la solution est devenue trop épaisse, on lui rend la {lui-
dité nécessaire en I'étendant avee lasolution mise en réserve,

5° Paraffine. — La paraftine ou cire minérale est une
substance de couleur blanche, translucide, que 'on retire des
résidus de la distillation de la houille et qui fond & une tem-
pérature peu élevée. On la trouve dans le commerce sous la
forme de plaques de 3 & & centimetres d'épaisseur el de
dimensions variables.

La paraffine est insoluble dans I'ean et dans I'alcool; solu-
ble dans le chloroforme, le xylol, la benzine, le toluéne, l'es-
sence de eedre, de bergamole et les huiles essentielles en
général,

Il existe diverses variélés de paraffine, caractérisées par la
température de leur point de fusion, et par quelques propriéteés
qui en découlent.

Pour les besoins de histologie on emploie deux sortes de
paraffine, I'une dite molle, et fondant & environ 45°, I'autre
dite dure fondant & 58°. On verra, & propos desinclusions & la
paraftine, le mode d'emploi de ces substances.

Les paraflines du commerce présentent des ditférences tres
grandes enfre elles : on trouve par exemple certaines paral-
lines molles qui se brisent facilement et s'émietlent sous la
pression des doigts ; il faut absolument les rejeter et choisir
celles qui se laissent aisément étirer en lames ou en fils sous
la seule influence de la chaleur de la main et par simple
pression des doigts. Ces paraffines, étant souples, conviennent
tres bien pour les coupes,

6° Formol. — On désigne sous ce nom une solution i 40
p. 100 d’aldéhyde formique dans 'eaun. Cest un liquide inco-
lore, impide, d'une odeur piguante.

On n'emploie pas le formol pur, mais bien des dissolutions
dans I'eau & divers titres (voy. Firation, p. 97).

Le formol est utilisé comme fixaleur ; il durcit aussi d'une
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maniere convenable le systéme nerveux central, Enfin il est
employé comme liquide conservateur pour les pitees.

7° Gélatine. — On emploie la gélatine de Paris, vendue
sous forme de plaques minces, absolument incolores et trans-
parentes,

La gélatine serl a préparer les masses & injections.

8° Gomme arabique. — On se procure dans les drogueries
la gomme arabique solide, sous forme de pelites masses arron-
dies irrégulieres. On fait ensuite les solutions que 'on désire,
Leur principal emploi est le durcissement des pitees,

9° Glycérine gélatinée. — Voici commenlt on la prépare,
d'apres Raxvier., On prend une plaque de gélatine bien trans-
parente, du poids de 5 grammes environ, on la soumet 4 une
¢hullition prolongée dans 50 grammes d'ean distillée, On filtre
sur de la flanelle, on ajoute 25 grammes de glveérine et 'on
evapore jusquia ce que la masse se prenne par le refroidisse-
ment en une gelée bien ferme et bien transparente, Cetle gelée
se conserve bien si elle a été suffisamment chauffée apres I'addi-
tion de la glycérine, Elle fond & une température de 25 i 30°,

10° Collodion. — On prendra du collodion non riciné,
S'emploie comme masse a inclusion,

11° Ether sulfurique, chloroforme. — On se¢ sert de ces
substances soil comme anesthésiques, soit dans 'inelusion au
collodion (voy. p. 142). De plus, le chloroforme est trés employé
dans les inclusions & la paraffine,

12° Albumine. — L'albumine de I'ccuf sertdfaire un mélange
indiqué par P. Maver pour coller les coupes sur les lames de
verre.

Voici comment on prépare ce mélange : On prend le blane
d'un ceuf de poule aussi frais que possible, on le recueille dans
une capsule, puis on le découpe avec des eciseaux trés propres,
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¢'est-d-dire que l'on fait une série de sections au travers du
blane liquide, pour détruire sa structure lamellaire. On pese el
on ajoute une quantité égale de glycérine, on met ensuite un

gramme de salicylate de soude, on bat légérement avee une
baguette de verre et on filtre :

Alhuming.” v s e e e s e o e M) gTATImES
A B 0T e PR g SR e | —
Avida salieyhigue s v oa s o st -

On recueille dans un flacon bouchdé i I'émeri, el on fait flot-
ter sur le liquide quelques fragments de camphre. L'albumine
ainsi préparée se conserve absolument pure pendant des mois
el méme plus d'une année. Il est bon de ne pas puiser direc-
tement dans le flacon qui la renferme chaque fois que l'on
veut s'en servir, mais de garder ce flacon en réserve, en mel-
tant une petite quantité du mélange dans un petit flacon sur
la table de travail, et en la remplacant au fur et & mesure des
hesoins,

13° Eau distillée. — L'eau distillée doit étre absolument
pure, ce qui n'arrive pas loujours, et ne présenter ni matieres
organiques par l'action desquelles I'acide osmique et l'azolate
d'argent se réduiraient en noir, ni traces de sels dont la preé-
sence donne a l'eau un aspect laiteux apres Paddition de
quelques goutltes d'une solution d’azotate d’argent.

Comme elle s’altére facilement par le développement de
micro-organismes, il est bon de la conserver dans des flacons
de petite capacité bien bouchés,

14° Eau de mer artificielle. — En dehors des laboratoires
spéciaux o l'eau de mer est & la disposition des travailleurs,
il peut étre utile d'avoir de celle eau pour conserver vivants
pendant quelques heures ou quelques jours des animaux tels
que les huilres, les clovisses, les oursins, ete., qui supportent
assez bien un long transport, et sur lesquels on peut faire
d’'importantes observations histologiques (mouvement des cils
vibratiles, fécondation).
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Dans ce cas, comme il est assez difficile de se procurer de
I'eau de mer naturelle, on peul en préparer artificiellement

en grande quantité et & pen de frais avec la formule suivante
due & Ep. PERRIER.

Chlorure de sodium. . . . . . . . 78 grammes
Chlorure de magnésiom . . . . . " —
Chlorure de potassium . i 3 —_
Sulfate de magnésivm . . . . . . Doo—-
Sulfate de ¢chaux. . . . .« . -7 3 -

DRy et SN B e gt e R —

En ayant soin d’aérer cette solution PErrigr a pu y conserver
vivantes des huitres pendant plusieurs mois.

Il est facile d’observer les phénoménes de la fécondation,
en dissociant dans de I'eau ainsi préparée les testicules et les
ovaires d'oursins péchés depuis plusieurs heures et conservés
dans des algues humides,




DEUXIEME PARTIE

METHODES GENERALES

On entend par méthode en histologie une série de manipula-
tions que l'on fait subir & un tissu ou & un organe, en vue
d'étudier sa structure. Ainsi le proeédd imaginé par Gore
pour I'étude du systéme nerveux, et quijdégagé de ses détails
— fort importants cependant pour la réussite des opérations
— comprend une fixaltion par le bichromate de polasse suivie
de l'action d'une solution de nitrate d’argent, sappelle la
meéthode de Govar.

Il y a en histologie un nombre considérable de méthodes,
mais toutes sont loin d'avoir la méme valeur, el beaucoup ne
sont que des modifications insignifiantes de procédés déja
bien connus: aussi la technique gagnerait-elle & étre débar-
rassée de données inuliles qui 'encombrent. Celte eritique
faite sur la tendance malheureuse que 'on a de multiplier des
procédés dont Uintroduction dans la technique n’est pas sul-
lisamment justifiée, je me hite de dire que l'importance des
méthodes est de premier ordre et qu'elles seules permettent
de voir cerlains détails anatomiques.

Ainsi si 'on examine a I'état frais ou méme apres action
des réaclifs et des colorants habituels des noyaux et du pro-
toplasma, des coupes d’épiderme de la pulpe du doigt, ou de
Fépithélium antérieur de la cornée, on n'y verra aucune termi-
naison nerveuse, ni rien qui puisse faire penser 4 I'existence
de ces derniéres. Au contraire, apreés laction de cerlains
réactifs, tels que le chlorure d’or, le bleu de méthyléne, ete.,
on distingue trés aisément les fines ramifications des cylin-
draxes passant entre les cellules épithéliales. Un autre exemple
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emprunté & Raxvier fera bien comprendre I'importance des
méthodes. Lorsqu’on étudiait le tissu conjonclif presque exclu-
sivement sur des coupes que l'on colorait par le carmin et
que I'on traitait par lacide acélique, on voyail des corpus-
cules étoilés, anastomosés les uns avee les autres. On discuta
longtemps pour savoir si ces figures représentaient des cel-
lules pleines, ou bien des espaces creux unis par des canaux
étoilés, et ce ne fut qulapres avoir isolé les corpuscules en
question par sa méthode des injections interstitielles que Rax-
vier put montrer leur véritable nature cellulaire, et faire con-
naitre d'une manitre précise leur forme el leur constitution.

Les diverses méthodes se controlent les unes par les
autres et par I'examen divect des lissus [rais. La valeur de
celles qui résistent & ce confrole est done indiscutable, et les
résultats quielles donnent peuvent éfre acceptés comme cer-
tains, mais il faut bien reteniv que chagque méthode particu-
litre imprime aux préparalions un cachet et des caracteres
propres (toute préparation est fonction de la méthode qui a
servi i la faire) et que pour connaitre la véritable structure des
parties il faut toujours comparer les résultals obtenus a laide
de différentes méthodes et par 'examen direct, et faire ensuite
une synthese de ce que 'on a vu.

Les méthodes peuvent élre groupdées en calégories, suivant
la phase des manipulations & laquelle elles se rapportent.
Ainsi il v a des méthodes de fixation qui indiquent le moyen
de fixer la struclure des éléments el de la rendre inaltérable,
des méthodes de coloration, ete. Nous étudierons ces méthodes
en suivant lordre naturel dans lequel elles se présentent
dans le cours des recherches, c¢'est-a-dire : 1° les méthodes
d'observation direcle; puis 2° Ja fixalion; 3° les méthodes pour
faire les coupes: 4° la coloration de ces dernicres; 5° leur
monlage en préparations définitives. Nous ferons suivre ces
cing chapitres de deux autres, consacrés 'un aux injections,
'autre & la photographie microscopique.

Les éléves devraient posséder parfaitement les principes des
méthodes générales avant d’entrer au laboratoire. Ils suivraient
alors avee beaucoup plus de fruit les exercices pratiques dans le
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cours desquels on ne peut pas toujours expliquer, & propos
d'une préparation, tous les détails de la technique suivie pour
la faire.

CHAPITRE PREMIER

EXAMEN IMMEDIAT

Par examen immédial on entend Pobservation microsco-
pique des éléments anatomiques, faite directement sans 'ap-
plication d'aucun réactif. Pour cette étude il importe de
prendre des éléments vivants, ou tout au moins dans un état
aussi voisin que possible de celui quiils présentaient pendant la
vie. On examine ainsi, soit des animaux assez petils pour élre
sonmis i l'examen microscopique et assez transparents pour
laisser voir leur struclure intime, soit des cellules prises & un
étre vivant, ou qui vient d’étre sacrifié, et que 'on s’efforee de
maintenir quelgue temps vivantes en dehors de lui.

Comme 'on peut observer ainsi & peu pres tous les élémenls
histologiques dont nous aurons & parler plus loin, il pourrait
paraitre naturel de reporter ce gque nous allons dire iei i la
troisicme  partie de cette technique, a propos de 'examen
immédiat de chacun des tissus ou des organes qui y sont élu-
diés, mais 1l vaul mieux maintenir cel exposé au début de Ia
technigque, parce qu’il rappelle la marche historique de
celle-ci et parce quiil fait comprendre la néeessilé et la raison
d’étre des manipulations exposées plus loin.,

Il y a deux cas principaux dans l'examen immédiat, suivant
qu’il s'agit d’animaux entiers gque 1'on observe dans leur inté-
arité organique et sans y toucher pour ainsi dire, ou bien de
cellules ou de tissus pris sur un animal vivant,

Dans le premier cas, comme loule observalion microsco-
pique doit se faire dans un liguide, il est tout naturel de
prendre des animaux aquatiques transparvents et de pelite
taille, et de les metire sur une lame de verre dans une goulte
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d’eau, que I'on recouvre d'une lamelle. On peut du reste avec
des animaux d'un certain volume, examiner de cette maniére
une partie seulement de leur corps, non détachée de 'orga-
nisme, comme on le fait pour la queue des tétards de batra-
ciens. Que l'observation soit totale ou partielle, I'étre vivant
est toujours examiné dans des conditions peu différentes de
celles de sa vie habituelle : on peut sans inconvénient prolon-
ger I'étude dont il est I'objet et on recueille ainsi des données
précienses,

Mais dans le second cas il n'en est plus de méme. Les
cellules qui composent un organisme vivent dans un plasma
de densité et de composition chimique déterminées; si on les
plonge dans un autre milieu, dans 'ean par exemple, les pro-
portions entre les échanges osmoliques qui ont lieu entre la
cellule et le liquide dans lequel elle est placée sont changées,
la cellule se gonfle ou se ratatine, elle subit des déformations
trés varides qui modifient totalement son aspect el sa strue-
ture. Il faut donc observer les cellules dans leur propre
plasma, comme le recommande Raxvier, ou bien dans un
liquide qui se rapproche beaucoup de ce dernier, et ¢c'est ce
qu'on réalise en les placant dans des sérums naturels on
artificiels, ou bien dans des liquides dits indifférents parce
qu'ils ne produisent pas d’action nocive sur les cellules. De
plus, pour éludier convenablement certaines cellules appar-
tenant 4 des animaux a température constante, il est bon
d’employer une platine chauffante qui les maintient dans leurs
conditions de chaleur habituelles.

1° Examen d'animaux vivants. — Un grand nombre d’ani-
maux aquatiques, tant marins que d'ean douce, peuvent faire
I'objetde fructueuses observations microscopiques immédiates,
Nous ne parlerons que des animaux d'ean douce qui sont
plus aisément a la portée de tout le monde.

Les animaux microscopiques que l'on peut examiner le
plus couramment sont des infusoires ou des amibes. On se
les procure de la facon suivante : dans un cristallisoir ou dans
un flacon A large ouverture remplis d’eau on dépose une
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pincée de foin sec. Au boul de deux ou trois jours des infu-
soires apparaissent en grand nombre ; on g'en rend comple
en puisant de l'eau avec une pipetle el en 'examinant au
microscope sur une lame de verre. On trouve aussi des amibes
treés reconnaissables @ leur forme, a 'absence de cils et par
suite 4 leur immobilité relative vis-a-vis des infusoires qui
parcourent en tous sens le champ de la préparation. Au lieu
de recourir & I'infusion de foin on peut se procurer dune
maniére assurée des infusoires ou des amibes en recueillant
des algues ou d'autres plantes dans les mares. On retire de
I'ean soit ces algues lilamenteuses qui forment un feutrage
plus ou moins dense dans les eaux dormantes, soit d’autres
plantes submergées, soit méme quelques feuilles de végélaux
non aquatiques tombées au fond de la mare et en décomposi-
tion. On met quelques brins d'algues sur une lame de verre
avec une goutte d’ean ou bien on racle les feuilles dans ce
liguide avec un scalpel. On recouvre d'une lamelle et on
observe. La mise au point est facilitée par la présence des
fragments d'algues ou de feuilles et on ne tarde pas a voir
circuler dans le champ du microscope une série d'étres divers,
infusoires ciliés, rotateurs et amibes.

Dans les mémes mares on recueille de petits crustacés
(daphnies, ecyclopes), des vers (chelogasler, nais), des
lirves d'insectes (éphémeres, ele.) qui sont assez petits et assez
fransparents pour fournir de bons sujets d’observation. Nous
recommandons d'étudier le frai des mollusques (lymnées) ou
les petites lvimnées a peine écloses.

Mais ce quil faut rechercher surtoul, ce sont les larves de
batraciens (tétards de batraciens anoures, larves branchiféres du
triton). Ces larves sont le plus souvent trop grosses pour pouvoir
etre recouvertes d'une lamelle. On les couche dans une goutte
d’eau sur une lame de verre on on les maintient en place par
deux ou trois bandelettes de papier buvard imbibé d’eau
posées en travers de leur corps, el on laisse libre la lame
caudale qui est la partie la plus favorable & I'observation. On
peut I'examiner, sans la recouvrir d'une lamelle, en se servant
d'un objectif faible i long foyer, mais pour l'étudier avec un
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objectil plus fort, il faut absolument la recouvreir d'une lamelle
pour éviter que la lentille frontale de Pobjectif ne vienne en
contact direct avec la préparation. On éludiera de cetle
maniere la queue des (éfards de grenouille, les branchies des
larves de triton, ete. Pour la facilité de I'étade on peut immo-
biliser ces élres en faisant dissoudre dans I'eau on ils vivent
un peu de curare, dans la proportion de 1 pour 1000. Au
bout de quelque temps les tétards sont curarisés ; s’ils ne
I'étaient pas, on les amenerait & cel état en les piquant tres
l[égérement avec nne aiguille, ce qui favoriserait la pénélration
du poison.

Ce genre d'examen permel de faire une foule d'observations
importantes,

2" Examen des éléments anatomiques dans leur propre
plasma ou dans un sérum. — Lorsquon peul examiner
les éléments dans leur propre plasma, il est clair que 'obser-
vation prend une grande importance, puisquelle est faile sur
un objet placé dans des conditions aussi rapprochées que pos-
sible de celles qui existent pendant la vie. Raxvier donne
I'exemple suivant, qui peut servir de regle & ce genre d’'éludes
el que nous citons presque textuellement. Sur du cartilage
tout & fait frais on fail avec le rasoir sec une coupe mince
que I'on porte rapidement sur une lame, on recouvre d'une
lamelle dont on lute les bords avee de la paraffine fondue
(voy. p. 199). L'évaporation est empéchée par la bordure de
paralline, et le carlilage se lrouve plongé dans son propre
plasma. Tout cartilage frais conlient en effet assez de liquide
pour que la coupe disposée comme il vient d'étre dit soil en
réalité dans un milieu humide. On reconnait que la prépara-
tion est réussie lorsque le tissu présente une teinte bleudtre ;
il parait blane, c’est que de lair s'est interposé entre la
coupe et la lamelle, et cet air sopposerait par les jeux de
lumitre auxquels il donne lieu & une bonne observation; il
faut done rechercher les quelques points bleudtres qui se
trouvent toujours du reste dans la préparation. L'examen
d'un tissu dans son propre plasma ne peul pas étre prolongé
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longlemps, parce que les cellules, placées en dehors de I'ap-
port constant de matériaux nutbritifs qui est de régle pendant
la vie, ne tardent pas i mourir, mais il donne des résultats
d'une telle importance quon doit le pratiquer toutes les fois
quon le peut.

Pour qu'un tel examen soil fait dans des conditions aussi par-
faites que possible, on doil, lorsqu’il s’agit d'animaux a tem-
peérature conslante, se servir de la platine chauffante. Ainsi,
pour examiner les globules lymphatiques des mammiléres, on
recueille de la lymphe quon place sur une lame ou mieux sur
une cellule que 'on porte ensuile sur la platine chauffante.
On observe ainsi leurs mouvements amiboides. Cependant Rax-
viER 4 pu constaler ces mouvements dans de la lymphe de
lapin observée sans platine chauffante, el conservée dans une
chambre humide, a la tempéralure de 15° Fai fait la méme
observation sur des lencoeytes du sang de chien aprés injec-
tion intra-vasculaire de peptones, qui, en empéchant la coagu-
lation dusang, permeltent aux éléments de ce dernier, retiré
des vaisseaux, de se distribuer en strates parmi lesquels les
globules blancs forment le strate moyen, ot il est facile de les
recueillir,

On a déja va pour quelles raisons les éléments anatomiques
enlevés & un étre vivant doivent étre observés dans un liquide
appropri¢, sérum ou liquide indifférent, mais pour bien fixer
les idées i ce sujel nous citerons encore les observations sui-
vantes : si 'on place des globules rouges du sang dans une
aoutte d'eau, on voit d’abord leur teinte pilir, puis ils devien-
nent absolument transparents parce que 'hémoglobine qu'ils
contenaient s'est dissoute dans l'eau; en méme temps leur
forme s'est modifiée, ils se sont gonilés, et de biconcaves qu'ils
étaient ils sont devenus sphériques.

Dun autre colé, enlevons le [émur d'une grenouille que
I'on vient de tuer, et dans le carlilage qui recouvre la téte de
cet os faisons quelques coupes minces, puis mettons-les dans
I'eau; les cellules cartilagineuses qui remplissaient tout d’abord
toute la cavité de la substance fondamentale dans laquelle
elles #ont logées se rétractent, prennent une forme étoilée
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au lieu de celle d'un globe qu’elles avaient jusqu'alors, et fina-
lement leur protoplasma ratating est réduit & une petite masse
irréguliere autour du noyau (RaNvier).

Ainsi Paction de Peau, suivant la nature du corps sur lequel
elle a agi, I'a tantol gonflé, tantot ratatiné, mais en tout cas
déforme,

Sioau conftraire on a fait I'observation dans un des sérums
dont nous allons parler, ces déformations ne se produisent pas,
ou se font senlement avec une certaine lenteur qui laisse suf-
lisamment de temps pour étudier l'objet choisi. Ainsi, dans une
preéparation de cartilage placée dans du sérum sanguin les
cellules cartilagineuses remplissent exactement leurs capsules;
au bout de vingt-quatre heures seulement elles se rétractent
un peu et abandonnent le conlact avec leurs capsules mais
elles restent encore globuleuses (Raxvier).

3° Sérums. — Il y a un grand nombre de solutions plus on
moins complexes pouvant jouer le role de sérums; il suffit
d'en citer quelques-unes qui servent de types, et que 'on peut
classer ainsi: a) liquides ou sérums artificiels; &) liquides ou
sérums naturels.

a. Liguides artificiels. — Ce sont des solutions de différents
sels dans I'eau avec ou sans albumine. Les plus employés sont :

1° La solution dite physiologique de sel marin, dont la for-
mule est la suivante :

Eau distillée. . . . . . . . . . . 41000 grammes
BElL IOBNIN Mg vt g B ases s ek 7 gr. b

Cette solution est trés employée. Cest le sérum le plus com-
mun; il sert aussi pour les colorations vilales (voy. ce mot).
20 Le sérum de Frey est composé de :

Eau distillée . . . « . « .+ . . ... 135 grammes
Albumine de'l’'ceuls ' v = . & o' = ¢ 1D —
Chlorure de sodium . . . . . . . . 0 gr. 20

Mélangez et filtrez. On ajoute d’habitude a ce sérum 3 grammes
de teinture d'iode, puis on filtre sur de la flanelle, mais le
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sérum ainsi iodé ne peut pas étre considéré comme un liquide
indifférent, et sil'on veul éviter toute action fixalrice, si faible
qu'elle soit, sur les cellules, il vaul mieux s’en tenir an mélange
des trois corps donné ci-dessus,

b. Liguides ou sérums naturels. — Ce sonl :

1o Le sérum sanguin. On 'obtient en faisant coaguler une
certaine quantité de sang, on sépare ensuite le sérum el on
I'emploie comme liquide additionnel.

20 Le liquide amniotique. On choisit d’habitude le liguide
amniolique des animaux de boucherie qu’il est facile de se
procurer dans les abattoirs. Les bouchers livrent Dutérus
gravide, on incise la paroi utérine, puis on apercoil 'oeuf tout
entier. On recueille le liguide amniolique et on le filtre. Ce
liquide doit étre absolument limpide et d'un jaune eilrin
faible. On peul 'employer tel quel, i titre de liquide indifférent,
mais il sert le plus souvent & préparver le sérum iodé dont il
est parlé plus loin & propos des réaclils dissocialeurs.

3 L’humeur aqueuse ou le liquide du corps vitré., D'un
usage tres courant parce qu'il est trés facile de se les procurer;
on atoujours sous lamain dans les laboratoires une grenouille
que 'on peul tuer pour prendre ses yeux,

Tous ces liquides ne se conservent pas au dela de quelques
Jours. 1l faut done les préparer extemporanément.

On peut les rendre impultrescibles en y ajoutant de I'iode,
mais ce dernier leur communique des propriétés nouvelles, il
les rend légérement fixateurs et par conséquent donne i
leur emploi une tout autre indication que celle dont il est
(question ici.

4" Mode d’emploi des sérums. — Les ligquides indifférents
s'emploient de la maniére suivante : avee un rasoir sec, ¢'est-
a-dire dont la lame n'est chargée daucun liquide, contraire-
ment a la régle habituelle (voy. Coupes), on fait des coupes
fines dams le tissu ou l'organe choisi, el on les transporle
directement dans une goutte du sérum, déposée sur une lame
de verre. On recouvre dune lamelle et on observe. Lorsqu'il
sagit d'organes trop mous a I'étal vivaul pour permetire la

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. G
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confection de coupes suffisamment minces, tels que le foie,
par exemple, on commence par faire & (ravers I'organe une
section lres netle dont on racle ensuile la surface avec un
scalpel. On arrache ainsi une partie des ¢léments anatomigques
(ui, transportés dans une goutte de sérum, donnent souvent
lien & des observalions trés intéressantes. On traite de méme
par le raclage la surface de cerlaines muqueuses, par exemple
la muqueuse buecale de la grenouille, pour ohserver les cel-
lules @ cils vibraliles; enftin on se sert encore des liquides
indifférents pour diluer le sang dont les globules sont trop
nombreux, dans une goutte examinée telle quelle, pour élre
observés fruclueusement.

5° Boules sarcodiques. — Dans les cellules observées par
les procédés sus indiqués, soit dans leur propre plasma, soit
dans les sérums, on voil souvenl se produire des excroissances
en forme de boules claires, homogenes et lisses. Ce sont les
houles sarcodiques de Raxvier., Ces boules paraissent formées
par la partie la plus liquide du protoplasma cellulaire, qui se
séparerait de ce dernier au moment de la mort des éléments.
Dailleurs les boules sarcodigques contiennent souvent des
maliéres qui se trouvent en dissolution dans la cellule. Ainsi
Raxvier y a décelé la présence de matiere glycogéne. Ces
boules ne tardent pas & abandonner la cellule sur laquelle
elles ont pris naissance et i disparaitre dans le liquide de la
préparation, laissant la surface de la cellule an niveaun de
lagquelle elles se sonl échappées, plus ou moins déchiquetée et
déformée, Il est bon de connaitre ce mode de détérioration des
cellules par la production de boules sarcodiques,

6° Aspect des bulles d’air et des gouttes de graisse
dans les préparations. — Il est bon de shabituer a recon-
naitre les bulles d'air ou les goullelelles graisseuses qui peu-
vent se rencontrer dans les préparations, el particulicrement
lors de l'examen immédiat dont il est question. Ces objets
présentent un caractére commun, c'est d'avoir un contour
indiqué, non pas par une simple ligne, mais par un anneau
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noir plus ou moins large suivant les cas. Pour étudier Iaspect
sous lequel ils se présentent, on introduit dans I'eau, sous
une lamelle, une bulle daiv assez pelite pour rester sphé-
rique. On voit alors que celle-ci présente un centre clair et
un anneauw pérviphérique noir diac a la réflexion totale des
ravons lumineux sur les limiles de la bulle. Au fur el a
mesure qu'on abaisse 'objectif, le centre clair devient plus
pelit, et F'anneau noir plus large. C'est le contraire si on éleve
'ohjectif.

Si 'on examine dans les mémes conditions une gouttelette
de graisse ou d’huile, on voit que le cercle clair, d'ailleurs
plus brillant, s'¢largit & mesure quon abaisse lobjectif
(Raxvier), tandis que I'anneau noir se rétrécit,

Suivant Duisrpix cela s’explique parce que la bulle d’air
agil comme une lentille biconcave, comme un espace vide, et
n'a son centre brillant que sil'on rapproche l'objectif, puisque
le faiscean lumineux qui la traverse devient divergent et doit
avoir son fover au dela de la sphére. La goulte d’huile au con-
traire agit comme une lentille biconvexe, et doil avoir son
foyer en deca,

[l est un caractére général qui permet de juger de la véfrin-
gence d'un objet, c’est Faspect plus ou moins brillant qu’il
présente a lobservateur. Une série de gouttelettes de subs-
tances incolores transparentes et d'indices de réfraction diffé-
rents élant examinées dans l'eau, la plus réfringente paraitra
la plus brillante, et avec des substances trés réfringentes
comme la graisse, les goutteleltes ont un éclat particulier
lres caractéristique,

Lorsqu'il y a dans une préparation une grande flaque dair,
il peut arriver que des gouttelettes d’eau soient produites par
condensation de vapeurs, sur la face inférieure de la lamelle,
dans I'étendue de celte flaque. Les phénomenes de diffraction
qui se produisent autour d'elles engendrent des franges iri-
seées, L'ensemble offre Iaspect d'un résean coloré trés fin, qui
pourrail surprendre I'observateur non preévenu, el dont il est
bon de connaitre le mode de formation.
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7° Avantages de l'examen immédiat. — L'examen de
pelits organismes ou de cellules a I'état vivant est de la plus
haute importance, parce qu'il permet seul d'observer certaines
propri¢teés de ces corps, telles que leur mobilité, leur contrac-
tilité, leur mode de réagiv contre les aulres corps vivants ou
inorganigques. Gest en observant des globules blancs vivants
de Paplysie que Hecker vit pour la premiére fois, en 1859, ces
globules s'emparer de grains de carmin suspendus dans la
préparvalion. On sait Uimportance que cetle observalion a
prise depuis qu'on a étudié la phagocylose.

Lorsqu’on recherche certaines substances dans les éléments
anatomigques a laide de réactions micro-chimiques, il faut
toujours employer pour faire ces réactions 'examen immédiat,
car 'action des agents fixateurs, colorants, ete., que 'on em-
ploie pour faire les préparations dans les autres méthodes,
influe considérablement sur la composition des corps cellu-
laires. Ainsi le xylol dissout les graisses et il serait inutile de
rechercher ces derniéres dans des cellules ayant subi I'action
de ce réactil.

L'examen direct permet de se rendre compte de la forme
réelle des éléments anatomiques, alors qu'elle n'est pas tou-
jours conservée par les réactils fixateurs, ou qu’elle est modifiée
par les manipulations conséculives a la fixalion. Ainsi nombre
de fixateurs couramment employés ne conservent pas la forme
globuleuse des cellules cartilagineuses et laissent leur proto-
plasma se rétracter aulour du noyau. Si l'on ne connaissail
pas la forme naturelle de ces cellules, on pourrait regarder
cette déformation comme 'image de la cellule & I'élat normal,
alors qu’il n'en est rien. De méme certaines cellules de 'épi-
derme des larves de batraciens portent de longs cils vibratiles
tres délicals, Ges cils disparaissent apres action de fixateurs
considéreés comme excellents, el cerlains auteurs, ayant omis
d’observer vivants les animaux dont ils décrivaient la structure,
n‘ont pas vu cetle ciliation, et ont fourni ainsi des données
moins complétes que celles de leurs devanciers qui avaienl
observé sans réactils.

Beaucoup de manipulations courantes rélractent les tissus,




EXAMEN IMMEDIAT 85

changent les rapports des éléments el donnent & 'ensemble
de la préparation un aspect dissocié,

Il importe done absolument d'examiner les objets que 'on
¢tudie dans leur intégrité naturelle, c'est-d-dire a I'état de
vie. D7ailleurs ¢’est un moyen excellent de se rendre compte
par soi-méme de aclion des fixateurs. Lorsqu'on a vu dans
la quene d'un tétard vivant de batracien anoure les cellules
¢toilées du tissu muqueux, les vaisseaux el les différents glo-
bules qu'ils renferment, on se rend compte aisémentl des
déformations qu'y apporlent les réaclifs et on choisit ceux qui
en déterminent le moins possible.

8° Inconvénients de cette méthode. — Un des premiers
inconvénients de cette méthode, ¢’est que, par suite méme de
leur transparence, les corps vivanls (animaux ou cellules) sont
peu nettement visibles, et difficiles i bien analyser. Aussi pour
tirer de cet examen tous les fruits quil peut donner, il faut
déja étre trés habitué a l'observation microscopique et avoir des
connaissances histologiques étendues. Cest pourquoi certains
auteurs conseillent de s’y livrer seulement apres que Fon a déja
¢tudié les préparations colorées des éléments correspondants,
Cette remarque est trés juste, mais quel que soit le moment
ot on la place, ¢’est-a-dire an début ou i la fin des recherches,
on ne doit jamais oublier 'observation immédiate sur le vil,

Un inconvénient plus grave de cetle méthode, ¢’est qu'elle
ne permel pas de se rendre compte de la structure intime de
la cellule. Ainsi dans nombre de cas le noyau est invisible
dans la cellule vivante; d’autres fois, il est (rés apparent, mais
méme alors, il ne laisse pas voir sa constitution intime, et se
montre simplement comme un globule clair renfermant un
ou plusieurs corpuscules brillants, les nucléoles. De méme la
structure réticulée du protoplasma, et bien des phases de la
caryocinese ne se laissent pas apercevoir dans la cellule
vivante, parce que les substances qui jouent un role dans ces
phénomenes, douées dune grande transparence et d'un pou-
voir réfringent sensiblement égal, ne se distinguent pas les
unes des aulres,
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Enfin un dernier inconvénient de Pobservation immédiate,
c’est qu'elle ne permet pas de faire des préparalions perma-
nenles. Quon les observe dans 'eau ou dans un sérum, les cel-
lules ne tardent pas & mourir el & se détruire, et I'on n’a plus
aucun témoin des faits constatés, On peul & la rigueuar trans-
former une préparation extemporanée comme celle dont on
fail usage pour 'observation direcle en préparation durable
en faisant arriver sous la lamelle les réactifs fixateurs, puis
colorants, puis enfin le milieun conservateur, mais ¢’esl une
opération longue et délicate, qui ne réussit pas toujours ;
aussi, pour faire des préparations destinées & élre conservées
el & servir constamment de témoins el de piéces de conlrdle
des recherches effectuées, se sert-on d'emblée des méthodes
dont il esl question aux chapitres suivants.

CHAPITRE 11

FIXATION

On a vu que les ¢éléments anatomigques, enlevés il’organisme
auquel ils appartiennent, se déforment par la production de
boules sarcodiques, par gonflement ou par rétraction, et dis-
paraissent enlin par la putréfaction ordinaire. On a va aussi
que les cellules examinées & I'étal vivant ne permettent pas
toujours une étude suflisante de leur stracture intime, et ne
peuvent donner des préparations permanentes,

Pour remédier & cesinconvénients, ona imaginé des réaclifs
dits fixateurs, qui tuentinstantanément les éléments anatomi-
ques, toul en leur conservant la forme qu'ils avaienl pendant
la vie et en leur donnant une résistance suflisante pour subir,
sans étre déformés, les manipulations que nécessitent les pré-
parations histologiques.

Les réactifs fixateurs sont excessivement nombreux, et leur
action fixatrice repose sur différentes propriétés quiil peut
étre bon de connaitre, et d'indiguer ici, au moins superficiel-
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lement. Les uns fixent les cellules en coagulant les maticres
albuminoides qui forment la masse principale du protoplasma,
tels sont I'alcool, I'alcool iodé, Iacide picrique, la liqueur de
Kleinenberg, I'acide azotique, la chaleur, ete. Le protoplasma,
ainsi coagulé forme un bloc qui résiste bien i la décomposi-
tion et aux actions mécaniques. 11 est fixe,

Parmi ces réactifs, I'acide picrique et l'iode donnent aux
tissus une couleur jaune d'or (acide picrique) ou brune (iode),
qui s’en va par le lavage & l'alcool, preuve que ces corps ne
se sonl pas combinés avec les éléments quiils ont servi &
fixer.

Il est au contraire une série de corps,acide chromique et ses
sels (bichromate de potasse, d'ammoniaque,) qui formenl avec
la substance des tissus une vraie combinaison chimique, en
suite de laquelle les cellules acquicrent une imputrescibilité
absolue el une grande résistance aux actions mécaniques
lelles que le gonflement qui accompagne une hydratation
succédant & une déshydratation préalable, comme cela se ren-
contre souvent dansle cours des manipulations histologiques.
La couleur communiquée aux picces par ces réactifs est per-
manente et ne disparait pas méme apres des lavages prolon-
gés, ce qui s'explique aisément du reste par la combinaison
chimique dont il a été parlé plus haut.

D’aulres tixateurs enlin, l'acide osmique, le bichlorure de
mercure, le chlorure d'or, ete., se réduisent an conlact des
substances organiques et forment un précipité trés fin, telle-
ment deélié méme, que pour lacide osmique et d'autres, il
n'est pas résolu en grains ou en crislaux avee les plus forts
grossissements employés el parait continu.

Ainsi, coagulation des albumines, combinaison avee le tissu
ou réduction en son sein, telles sont les principales maniéres
d'agir des fixaleurs en face des tissus (Garwixi). Mais il ne
faul pas accorder une imporlance excessive & tel ou tel mode
d'action d'un réactif donné, car la tendance actuelle est de
rejeter dans la fixation 'emploi d'un seul réactif et de se
servir de solutions complexes renfermant plusieurs agents de
pouvoir différent. Ainsi le liguide de Flemming comprend de
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Facide chromique qui se combine et de 'acide osmique qui se
réduil; certains mélanges picro-chromiques renferment un
agent coagulant (acide picrique) et un agent se combinant (acide
chromique), ete., ete.

Bien que le nombre des réactlifs employés pour la fixation
soit considérable, il n'y a pas de fixateur parfait, pouvant s’ap-
pliquer avee le méme sueeeés a tous les cas, et cela se concoit
aisément sil'on réfléchit a la différence de composition chimi-
que, de texture, de pénétrabilité des différentes pitces que
I'on peut avoir & étudier. Aussi faut-il toujours employer sue-
cessivement plusieurs fixateurs pour faire des préparations
d'un méme organe, et lorsque le volume de ce dernier le per-
mel, le diviser en plusieurs fragments que l'on traile chacun
par un des principanx réactifs. De cette facon, en comparant
les résullats obtenus avee les différents agents, on arrive a
voir ce gqui est le fait de chacun d'eux, & I'éliminer et & déter-
miner ee qui appartient en propre i la pi¢ce,

On sait depuis longtemps déja que toule préparation est
fonction des réactifs employés & la faire, la connaissance des
actions produites par les fixateurs est done d'une importance
capitale. Nous y reviendrons a plusieurs reprises, mais nous
invitons dés maintenant les débutants a se rendre compte de
I'acltion des divers fixateurs en détudiant successivement les
¢léments vivants ou dans un liquide indifférent et apres l'action
des réactifs,

Les fixateurs sont en méme temps durcissants, el ¢’est méme
par la qu’ils donnent aux cellules leur résistance aux mani-
pulations. Cette propriété durcissante élait fort vecherchée il
y a quelques années pour la confection des coupes qu'elle
seule permetlait de mener & bien. Elle a perdu beaucoup de
son importance depuis que les inclusions a la celloidine ou a
la paraffine ont permis de donner aux tissus les plus délicats
la dureté voulue pour y faire des coupes trés minces. Nous
n’en parlerons done pas ici, nous réservant d'y revenir & pro-
pos des cas ou elle peut élre encore ulilisée couramment
(durcissement du systéme nerveux central par l'acide chro-

mique).

e
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Les fixateurs étudids ci-dessous suflfisent anx besoins de 'his-
tologie des vertébrés,

ordre dans lequel ils sont ¢tudiés n'indique aucune préémi-
nence des uns sur les aulres. Tous sont utiles et doivent élre
emplovés concurremment d'une manitre journaliere,

§ 1. — ALCOOL

L'alcool dont on se sert pour les fixations est alcool éihy-
lique (aleool hon gonit). 11 doif étre absolu, ou titrer au moins
a0 : (e plus il doil étre absolument incolore (voy. p. 5.

1° Mode d’emploi. — PPour fixer un organe avee de Ialecool
absolu, il convient de le diviser en fragmenls assez petils
(1 centimitre eube au maximum) que 'on plonge dans un {la-
con conlenant une quantiteé du réactif égale au moins a 30 fois
le volume de la piece. I importe d’éviter de laisser tomber la
picce au fond du {lacon, car sous l'action de son propre poids
elle peut se comprimer contre le fond du vase et 8’y déformer,
surtout si elle est délicate (embryons) ; de plus, 'eau qu'elle
contient, se mdélangeant & 'aleool, forme autour d'elle un
milien fortement hydraté et qui n’a plus guere de propriélés
lixatrices. Pour éviter ces inconvénients, il faul ou bien sus-
pendre la piece par un lil dans les conches supérienres de 'al-
cool (et la partie hvdratée de ce dernier tombe an fond, loin
de la pi¢ce), ou bien garnir le fond du vase d'une couche de
colon hydrophile qui éleve la pitce au sein du fixateur. Si
I'on suspend la pitee par un fil, il faut fermer le {lacon avee
un bouchon de litge qui se moulera autour du fil contre le
goulot en 'oblurant parfaitement, tandis quun bouchon de
verre serait plus ou moins sculevé, ce qui permettrait I'évapo-
ration de 'alcool et son hydratation par la vapeur d'eau con-
tenue dans lair.

Au bout de vingl-quatre on quarante-huit heures au plus, la
fixation est achevée. Si 'on ne peul mettre la picce en coupes
des ce moment, il ne faut pas la laisser dans I'aleool absolu,
qui la rendrait cassante, mais la porter dans de 'aleool & 900
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ou on peut la garder longlemps sans inconvénients, & la con-
dition de changer de temps en temps I'alcool et de surveiller
son évaporation si elle se produit.

Les régles pour fixer avee 'alcool & 90° sont exactement les
memes,

Raxvier recommande de ne pas attendre pour étudier une
picee fixée par I'alcool, parce que 'on oblient de meilleures
préparations en les faisant aussitot que la fixation est achevée,

On peut en dire autant pour tous les fixateurs; cependant
comme il est utile de faire parfois une récolte de malériaux
plus nombreux qu'on ne peut en éludier sur le moment, ou
(quon ne peut se procurer que pendant une période restreinte
de Fannée (embryons, animaux rares), il faul savoir que 'on
emploie pour les conserver I'alcool & 90° dans lequel on les
plonge soit apres la fixation par 'alcool, soit aprés divers fixa-
teurs dont il sera parlé plus loin (liquides de Kleinenberg, de
Flemming, bichlorure de mercure, ete.),

2° Indications de la fixation par I’alcool. — L'alcool fixe,
comme on la vu, en coagulant les albumines, mais en méme
temps il enléve eau contenue dans les tissus, il les déshydrate
el produit par cela méme une rétraction quelquefois tres
marquée. Apreés avoir éLé beauncoup employé, aleool est un
pen délaissé aujourd’hui en tant que fixateur. Cela s’explique
parce quiil ne couvient pas toujours dans les recherches déli-
cates de cylologie 4 cause de son aclion déshydratante et con-
tractante un peu brutale. Cependant il donne des résullats
sulfisants pour les recherches ordinaires et a ce litre il est
d'un usage fréquent. Il posséde du reste la propriété de con-
server assez bien pendant trés longlemps les structures histo-
logiques ; ainsi Povcuner et Cuapry, dans le cours de leurs
recherches sur le développement des dents des mammiferes.,
ont pu utiliser certaines pieces des collections du Muséum
d’histoire naturelle conservées depuis treés longtemps dans
'alcool et qui n'auraient rien valu apreés un séjour de bien
moindre durée dans tout autre réactif. L'alcool, facile a trou-
ver partout, peut donc servir de fixateur pour des recher-
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ches courantes el ses propriétés doivent étre bien connues,
La fixation par 'alcool donne de bons résullals pour la
peau, les muscles, la plupart des tumeurs enlevées par les chi-
rurgiens.
Elle a l'avantage de permettre 'emploi facile de toules les
colorations (couleurs animales, végélales, couleurs d'aniline).

§ 2. — LIQUIDE PICRO-SULFURIQUE
OU LIQUEUR DE KLEINENBERG

LL'acide picrique est, comme on 'a vu, un flixateur, mais on
I'emploie rarement seul, et un de ses mélanges les plus avan-
| tageux est la liqueur introduite il y a une vinglaine d'années
dans la technique histologique par KLeiNexpers. Celte liqueur,
ligueur de Kleinenbery, se prépare de la manitre suivante : on
- fait une solution saturée d'acide picrique dans ean ordinairve ;
a4 100 centimétres cubes de celte solution on ajoute 2 cenli-
metres cubes d'acide sulfurique concentré, Il se fail un pré-

cipité blanchitre, on liltre et on dilue le produit de la filtra-
| lion dans trois fois son volume d'eau. Voici la formule :

Solution aqueuse saturée d'acide picrique. 100 cent. cubes
AR ADLINTIONE - 2 o G vive i A e e 2 —

Filtrez el ajoutez trois fois le volume d’eau. On obtient ainsi
~un liquide jaune clair, parfaitement limpide, et qui esl un
- Mixaleur de premier ordre,

1° Mode d’emploi. — La liqueur de Kleinenberg s'emploie
de la maniére suivante : un pelit embryon soigneusement
déponillé de ses enveloppes, ou une picce queleonque sont
placés dans une quantité convenable de liquide (50 fois le
volume de la pitce). On les y laisse de une a six heures, sui-
vant leur grosseur, en ayant soin de changer le liquide chaque
fois quiil se trouble, On peut laisser séjourner une pitce pen-
«dant vingt-quatre heures dans le liquide de Kleinenberg, mais
comme il est trés pénétrant, il est rare qu'on ait & le laisser
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agir pendant aussi longtemps ; d'ailleurs il pourrait gonfler &
la longue les ohjets, et il est bon de ne pas dépasser le temps
nécessaire a la fixation. Une fois celle-ci achevée, ¢'est-i-dire
lorsque la piéce est bien et entierement pénéirée dans toutes
ses parties devenues jaunes, ce qui ne demande guére plus de
six heures pour un embryon du volume de 1 & 2 cenlimétres
cubes, on la retire en se servant d'instruments en platine, —
le liquide picro-sulfurique atlagque fortement les instruments
en fer, méme nickelés — et on la porte dans de 'alcool & 700,
Ce dernier prend la couleur jaune de Pacide picrique, on le
renouvelle plusieurs fois dans la méme journée et le lende-
main, afin d'enlever toule trace du fixateur, ce qui s'obtient
facilement. pourva que F'on change souvent I'aleool déja jauni.
On peut dailleurs aider an pouvoir dissolvant de I'alcool en
placant le flacon ou la boite de verre qui conlient la pitee
dans I'élave & 36 ou 40°. Deés que la pitee est enlicrement
blanche — et cela doit arriver dans les quarante-huit heures
— on la transporte dans de Falcool a 90° dans lequel on peul
la conserver pendant trés longlemps, en suivant les précantions
indiguées plus hauty ou bien, comme la lixation est achevée
des le passage de la picee dans Ialcool & 900, on peut utiliser
immdaédiatement celte derniere pour faive des préparations.

2° Indications de la liqueur de Kleinenberg. — Celle
liqueur est un fixaleur excellent, ¢éprouvé par une pralique
déja longue, el qui convient particulierement pour les
embryons de Vertébrés, Elle a servi dans nombre de travaux
sur les premieres phases du développement des étres, pour
lesquelles elle donne d'excellents résultats, Elle conserve bien
les figures de division cellulaire, et bien que quelques cyto-
logistes ne lui accordent pas une grande confiance, elle peut
¢tre  emplovée néanmoins lorsquon veut reconnailre des
phases de division cellulaire dans un tissu. Pour moi, qui I'ai
beaucoup employée concurremment avec d'autres réactifs
regardés comme cylologiques par excellence, tels que le
liquide de Fressixe (voy. plus loin), je crois qu'elle peut
otre considérée comme un excellent fixateur, & la condition
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de l'employer trés exactement comme il a été dit ci-dessus.
Bonne pour les organes riches en épithélium (glandes, etc.),
la liqueur de Kleinenberg convient moins pour ceux qui ren-
ferment du tissu conjonetif, parce qu'elle gonfle un peu ce
dernier.
Elle ne convient pas non plus pour les pieces qui renfer-
ment des sels calcaires, parce qu'elle forme avec ceux-ci des
, sulfates insolubles qui, restant dans la préparation, la gilent
completement.
Elle permet toutes les colorations ultérieures,

) § 3. — ACIDE OSMIQUE

La solution d'acide osmique a 1 p. 100, qui sert d’habitude
aux fixations, doit étre préparée avee beaucoup de soin, et nous
prions i ce sujet de se reporter aux indications détaillées

~données page 57,

Celte solution émel des vapeurs fort irrilantes pour la con-
jonctive et pour les bronches. Aussi est-il bon de melttre les
flacons qui en contiennent & Uabri sous une cloche. La leinle
noire qui ne tarde pas 4 se produire dans I'étendue de la
cloche, sur le plateau qui porte celle-ci, montre combien les
- vapeurs se répandent aisément en dehors des flacons bouchés

a l'émeri.

Lorsqu'on ne peut éviter le conlact des vapeurs osmiques,
| par exemple lorsquon fait une injection interstitielle de solu-
tion ou de mélanges osmiques, il est bon de se melire au grand
air, douvrir largement les fendtres.

Comme lacide osmique noircit beaucoup la pean si on le
mel en contact avec elle, il est bon ,pour faire les injections
interstitielles, de se revétir les mains de gants en caoutchouc.

1 Mode d’emploi. — L'acide osmique est un lixateur de
 premier ordre; on le fait agir sur les tissus, soil en solution,
- soil & I'état de vapeurs ; celles-ci s'obtiennent du reste a 'aide
~ de la solution ordinaire,

a. Pour employer sa solution, on enverse la quantité néces-
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saire dans un flacon dlarge goulot et de dimensions convenables
el on yplonge la pitee a fixer, suspendue par un fil. Plus encore
quavee d'aubres réactifs, celle-ci doit étre tres pelite (un demi-
cenlimetre cube environ), car 'acide osmique pénelire tris peu
les tissus, et il serait inutile d'immerger un fragment un peu
volumineux dans une quantité meéme considérable de réaclif,
la périphérie de la pitce serait absolument noire, tandis que le
centre n'aurait pas méme ¢lé atteint parle réactif.

On  laisse les picces dans la solution pendant un temps
variable, d'une demi-heure & vingl-quatre heures, mais en
séneral au bout de quatre i cing heures, une piéce est fixée.
Sil'on oublie une piece dans acide osmique, elle devienl tres
cassante et prend une teinte noire tellement intense qu'on ne
peut plus I'utiliser pour faire des préparations.

Lorsqu'on juge la flixation achevée, et cela est une affairve
d'habitude, on retire l'objet et on le lave soigneusement dans
'ecaun distillée; puis, si 'on ne peut le mettre en préparation
toul de suite, on le conserve dans'alcool & 90°, Le lavage a pour
but d'enlever acide resté libre dans 'épaisseur de la piece et
(qui serait précipité par Paleool sous la forme de petits grains
noirs qui gilent ensuite les préparations. Nous ne voulons pas
dire que 'alcool précipite invariablement I'acide osmique, il
esl au contraire facile de faire des mélanges d’alcool et de
solutionosmique qui restent parfaitement clairs pour un certain
Lemps, mais la présence de 'aleool facilite beaucoup plus que
celle de T'ean la précipitation de U'osmium, et ¢’est pour cela
que la conservation dans l'alcool des picces lixées par ce réac-
Lf demande les précautions sus-indiquées,

On peul aussi passer les piéces au sortir de la solution
osmique dans la liqueur de Miller (voy. plus loin) ont elles se
conservent parfaitement et dans laquelle Facide osmique ne se
précipite pas, Jai va employer ce procédé il y a plus de quinze
ans au laboratoire d'histologie de la Faculté de médecine de
Lyon, el je m'en suis Loujours bien trouve,

b. Pour fixer un objet pay les vapeurs d acide osmique, on pro-
cede de la maniere suivante : dans le fond d'un flacon a large
coulol on mel une cerlaine quantité de solution osmique @
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1 p. 100, puis on suspend l'objet par un fil dans 'espace
réservé au-dessus du ligquide, et on le voit bientot noirvcir, ce
qui indique action du réactif.

La durée de la fixation est & peu presla méme que dans le
cas précédent. La fixation par les vapeurs peul s'employer
d'une maniére trés élégante pour de pelits animaux ou pour
des éléments placés dans une goutte d'ean sur une lame de
verre. On met celle-ci sur le goulot du flacon en tournant en
bas, vers les vapeurs, la face du verre sur laquelle est déposée
la goutte d'eau. Au bout d'une i cing minules, les étres ou les
¢léments exposés aux vapeurs sonl fixés, el le plus souvent ils
ont é1é saisis en plein état de vie et immobilisés dans Pattitude
(quils avaient & ce moment. On peul ainsi avoir des vorticelles,
soil en élat d'extension compléte, soit de demi-extension ou de
contraction, avec la couronne ciliée élalée ou cachée. La
variété d'attitude, de contraction ou de relichement des indi-
vidus ainsi tixés indigque que le réactil n’agit pas sur tous avec
la méme rapidité ni avee la méme énergie. Cela tient & une
multitude de causes, enlre aulres & 'épaisseur de la couche
d’ean interposée entre l'infusoire el les vapeurs, varianl avee
la position de I'infusoire au sein de la goulte, ele., ete. Quoi
quil en soit, a coté d'individus parfailement saisis et fixés dans
leur attitude de vie, on en trouve d'autres plus ou moins
déformés et ratatinés, ce qui explique expression des histo-
logistes lorsqu'ils disenl quun élément est bien ou mal fixé,
Ils veulent dire par la qu'une fixation ne réussit pas égale-
ment partout avec une rigueur mathématique, et 'exemple
ci-dessus indique suflisamment aux débutants combien il faut
de discernement et de connaissances acquises pour juger
sainement de action d'un réactif,

L'acide osmique est particulitrement indiqué pour fixer les
éléments délicats, tels que les cones et les bitonnets de la
rétine, les cellules épithéliales des organes des sens ou des
revelements muqueux, les cellules & cils vibratiles. La teinte
noire quil donne & la myéline des fibres nerveuses le fail
employer journellement pour I'élude des nerfs. On peut uli-
liser avantageuscment pour toules sortes de recherches
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histologiques, & la condition de se rappeler que son faible pou-
voir pénétrant force & le réserver pour de tres petites picces,
ou pour de tres petits fragments d'organes.

2° Indications de la fixation par l'acide osmique. —
Ce réactil’ est souvent employé pour la recherche des graisses
dans les tissus, parce qu'il se réduit énergiquement a leur
niveau, et les teint en noir absolu, mais cetle réaction n'est
pas exclusive & celles-ci, et il suflit de rappeler que les grains
de proferments des cellules pancréatiques se teignent en noir
par Pacide osmique, pour montrer que cette réaction ne suffit
pas a elle seule pour affirmer la nature graisseuse des parti-
cules que 'on peut trouver teintes en noir apres son action,

L'acide osmique géne la coloration ultérieure par le carmin
et 'hiématéine des picces qui ont été fixées par lui, mais cet
inconvénient est beaucoup atténué si, au lieu de la solution,
on emploie les vapeurs; il n'existe pas pour les couleurs
d'aniline,

§ 4 — FormoL

Le formol, entré depuis peu dans la technique, a été bien
vite I'objet de recherches multiples et a pris une place assez
importante parmi les fixateurs. 1l consiste dans une solution
aqueunse a &0 p. 100 d’aldéhyde formique. Cette solution inco-
lore, tres limpide, est liveée par le commerce ; pour faire le
liquide fixateur on verse de 3 a 10 centimétres cubes de la
solution dans 100 grammes d'eau distillée. Le titre exacl de
la liqueur fixatrice sera indigqué ci-dessous, suivant les appli-
cations.

1° Mode d’emploi. — La solution de formol est un liquide
incolore doué d'une odeur lorte qui provoque des picolements
dans les muqueuses conjonctive ef nasale. D'ailleurs  les
apeurs qui causent cetle action ne sonl pas nocives, on peul
les respirer sans danger, et la sensation désagréable quelles
produisent cesse immédiatement avec leur éloignement : elles
ne laissent done pas de lésions apres elles,
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Pour l'employer, on la verse dans un flacon de capacité
déterminde suivant la nature des pieces d lixer, et dont le fond
est garni d'ouate, pour élever la pi¢ce au milieu du liquide. On y
plonge alors les tissus destinés & subir la fixation. Comme le
formol est tres pénétrant, on peut y metire des pieces assez
volumineuses, & la condition toulefois d'employer une grande
quantité de liquide et de renouveler ce dernier. Il est bon de
le changer une premiere fois an boul de vingt-quatre heures
puis tous les deux ou frois jours pendant deux semaines, el
enfin au bout de ce temps seulement lorsqu’il se trouble.

La fixation est généralement obtenue en vingt-quatre heures,
mais comme on vient de le voir, on peut laisser les pieces dans
le formol assez longlemps, car il agit comme liquide conser-
‘ateur,

Les organes traités par le formol prennent une consistance
spéciale, ala fois dure et élastique comme celle du caoutchoue.
de telle sorte qu’avee un peu d’habitude on peut faire des
coupes au rasoir directement au sortir du liquide et sans inclu-
sion preéalable. Lorsqu’on veut faire une inclusion, on peul pas-
ser les picees sorties du formol dans I'alcool, ee dernier ne les
rataline pas, car l'action fixatrice du formol a été suffisante
pour les rendre résistantes; cependant il est bon de commen-
cer par I'alcool & 70° pour s'élever ensuite jusqu’a celui & 909.

2° Indications. — Le formol a été employé comme fixa-
teur & peu prés pour tous les organes, en faisant varier, sui-
vant la nature de ces derniers, le litre de la solulion.

Pour les objets trés délicats comme les embryons, une solu-
tion & 3 p. 100 donne de bons résullats.
_ On peutaussi, comme I'a fait GErora, employer une solulion
alcoolique dans I'alcool & 850 :
TR e e R 3 c.e.

Solution. . . { Alcoola85. . . . . . . 100 ¢.c.

Les viscéres, rein, poumon, foie, intestin, testicule, ovaires,
etc., doivent étre fixés dans une solution de 4 & 6 p. 100. On
peut aussi employer la solution alcooliqué. -

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. "
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Enfin le systéme nerveux central est trés bien fixé par une
solution & 10 p. 100. C'est pour les organes nerveux que le
formol donne les meilleurs résultats et qu'il doit vraiment étre
employé d'une maniére courante, Grice & son grand pouvoir
peénétrant, il permet de fixer aisément un cerveau entier.

Pour un cerveau d’homme adulte il faut employer au mini-
mum deux litres de solution : on change le liquide toutes les
vingt-quatre heures pendant les trois premiers jours, puis tous
les cing jours; la fixation est achevée en deux semaines, Il per-
met ausside traiter parla méthode de Golgi les objets quila fixés,

En dehors de ses applications au systéme nerveux central
pour lequel il donne vraiment d’excellents résultats, le formol
ne me parait pas supérieur aux fixateurs quisont indiqueés ici,
et il est certainement inférieur & quelques-uns tels que le
liquide de Fremying et le sublimé. Quoi qu'on en ait dit, il ne
fixe pas trés bien les globules du sang, du moins dans I'épais-
seur des pieces, il les rend globuleux et les gonfle un peu. Il
dissout aussi'hémoglobine, quireste dans lesvaisseaux et prend
une teinte un peunoire; il produit toujours un léger gonflement
si on 'emploie & un titre supérieur & 10 p. 100, et il conserve
assez mal les muscles, le foie, le placenta, les poumons (GEROTA).

Ce quia beaucoup étendu son emploi, ¢’est sa valeur comme
liquide conservateur, et ce fait qu'il ne décolore et ne déforme
pas les pieces. On peut conserver des petits animaux entiers,
chats nouveau-nés, etle., si 'on a soin de les injecter de formol
par l'aorte et de les plonger dans la solution en ouvrant leurs
cavités viscérales. On peut ensuite prendre sur ces individus
telle pitce qu'on voudra pour 'examen histologique.

Les pitces fixées au formol se prétent bien a toutes les colo-
rations ultérieures, i la condition d'étre bien lavées a l'alcool
4 70° pour enlever toute trace du lixateur.

§ 5. — LIQUIDE CHROMO-ACETO-0SMIQUE
(Licquide de Flemming.)

Fremvivg remarqua, il y a déja plusieurs années, que si 'on
mélange de I'acide osmique avec une solution d’acide chromi-
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que, I'on obtient un réactif fixateur trés puissant, supérieur i
I'acide osmique et a 'acide chromique employés seuls et dont
la valeur est encore angmentée par 'adjonction d'une pelite
quantité dacide acélique. Ce fut la Vorigine des mélanges
chromo-acéto-osmiques dont plusieurs formules différentes ont
¢lé proposées par Fremyine lui-méme ; et par dautres histo-
logistes, notamment par For.

Actuellement celui de ces mélanges qui parait avoir le plus
la faveur des techniciens, est le mélange fort de FrEmwming,
dont la formule est la sunivante :

Acide chromique (sol. aquense 2 10p.100). 15 parties

Acide osmique (sol. a1 p. 100) . . . . B0 —
Acide acétique cristallisable, . . . . . 10 ~
Bannlistillae . o dhraiee e e s ol =

Ce mélange a la couleur rouge-hrun de l'acide chromique
et émet d'abondantes vapeurs osmiques, qui nécessitent pour
sonemploi les mémes précautions que pour ce réactif employdé
seul, 1l se conserve assez bien pendant quelque temps, néan-
moins il vaut mieux le faire au moment de s’en servir, On pré-
pare séparément el davance la solution chromique et I'acide
osmicue, puis on fait le mélange et on ajoute les autres élé-
ments au moment de U'emploi.

1° Mode d’emploi. — Le liquide de Flemming esf, comme
la solution osmique, du reste, peu pénétrant; il imporle done
de n’y plonger que des organes de petit volume, ou de petits
fragments de pieces volumineunses. Ces fragments, suspendus
dans le milieu du liquide par un fil, sont fixés suivant leur
grosseur, en quelques heures ou bien en un ou deux jours.

Les tres petits morceaux peuvent étre retirés du bain fixa-
teur au bout de trois & six heures, les aufres y seront
maintenus plas longtemps, de vingl-gquatre & quarante-huit
heures.

Drailleurs, une piece méme petite peut rester dans le liquide
de Flemming pendant quarante-huit heures, sans qu'il en
résulte d'inconvénients, Comme dans les autres cas, il faut
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changer le liquide fixateur s'il se trouble avant que le temps
neécessaire a la fixation soit écoulé,

l.es piéces une fois fixées sont retirées du liquide et lavées
soigneusement i 'eau. Cest 14 un temps fort important de la
technique de ce réactif auquel on ne saurait accorder trop
d'attention. Une piece qui est restée quarante-huit heures dans
le liquide de Flemming doil étre lavée pendant douze heures
sous un robinet d’ean courante. Pour faire ce lavage, on pro-
cede de la facon suivante : les piéces sont placées dans un
bocal, sur I'ouverture duquel on met un entonnoir, séparé de
la paroi du bocal par un agitateur de verre destiné, en éear-
tant les deux instruments, & laisser passer 'eau de lavage. On
porte le toul sur un évier, el on ouvre un robinet dont on
regle le débit de maniere que 'eau arrivant compense exac-
tement celle qui sort du flacon. Comme les petites piéces
pourraient se glisser entre 'ouverture et I'entonnoir, et étre
entrainées par 'eau, on les place dans la petite boite de por-
celaine perforée qui a ¢été décrite précédemment. Il est pré-
féirable, si on le peut, d’opérer le lavage avec de I'eau tidde
(45° au maximum), qui enléve mieux et plus rapidement la
partie du fixateur qui, ne s’étant pas combinée avec les tissus,
reste dans les mailles de ces derniers et, précipitée par I'aleool,
giterait ensuite les préparations.

Lorsque le lavage est achevé, on porte la pitce dans de I'al-
cool & 70° souvent renouvelé, puis au bout de quarante-huit
heures au plus tard dans de alcool & 90°, qui permet de la
conserver pendant un certain temps pour un emploi ultérieur,
mais dans ce cas comme dans les antres, il vaut toujours mieux
effectuer les préparations de suite que de laisser séjourner
longtemps la pitce dans I'alcool.

Les pitces traitées parle liquide de Flemming ont une teinte
qui varie du brun plus ou moins foneé au noir, suivant la quan-
tité de graisse qu'elles renferment.

90 Indications. — Le liquide de Flemming est un fixateur
de premier ordre. On doit I'employer toutes les fois qu'on
veut faire des recherches délicates. 11 conserve trés bien les
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figures de la division cellulaire, tant celles qui se rapportent
aux filaments nucléaires que celles fournies par les filaments
des fuseaux et les asters.

Il a de plus un autre avantage précieux, c'est que, mieux
que tout autre, il donne aux éléments cellulaires une résis-
tance considérable aux actions mécaniques qu'ils ont a subir
du fait des manipulations ultérieures (gonflement par hydra-
tation, ou dislocation par les déshydratations et hydratations
successives, employées pour achever la préparation). Celle
résistance est probablement due & la combinaison de acide
chromique avec les parties élémentaires, combinaison qui
donne a ces dernieres une solidité plus grande quapres tout
autre fixaleur. Aussi les picces fixées par le liquide de Flem-
ming résistent mieux que les autres a la déformation produite
par linclusion dans la paraffine. A ce titre, pour les cas ol
'on désire des coupes en série qui nécessilent & peuw pres
stirement 'inclusion dans la paraffine, la fixation par le
liquide de Femming s'impose de préférence a toute autre.

Le liquide de Flemming étant acide dissout les sels calcaires,
Il décaleitie par conséquent les os de trés petit volume, tels
que les lames osseuses minces, ou la faible eronite osseuse qui
se forme autour des cartilages tout an début de I'ossification.
Lors done que on a fixé par ce liquide pendant quarante-huit
heures des embryons chez lesquels lossification ne fait que
commencer, on peut effectuer des coupes sans recourir 4 une
décaleification préalable comme cela est nécessaire pour les
cas ol les os sont plus développés (voir p, 253).

Le liquide de Flemming rend les pie¢ces friables, et certaines
d'entre elles, comme les blastodermes de poulel, les embryons
trés jeunes, le foie se brisent sous la moindre pression. Il est
bon d’en étre averli.

Les coupes failes sur des organes [ixés par ce réaclil se
colorent treés lentement et trés difficilement par 'hématoxyline
et par le carmin; cela a méme contribué & limiter, dans quel-
ques cas, I'emploi de la liqueur en question comme fixateur,
mais depuis la généralisation de 'emploi des couleurs d’aniline
pour les coloralions de pitces, on n'a plus & se préoccuper de
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cela, car les coupes se colorent toujours aisément, méme
apres un séjour prolongé des picces dans le fixateur.

§ 6. — LIQUIDE AU BICHROMATE DE POTASSE
ET AU SULFATE DE SOUDE
(Liquide de Miller.)

Ce liquide fut introduit dans la technique par H. MiLLER, qui
obtint avee Iui de meilleurs résultats qu'avec l'alcool pour
certaines structures délicates, telles que celle de la rétine.

Il se compose du mélange suivant :

Bichromate de potasse. . . . . . . 2 grammes
suliate de somde.. . . - s o . = o0 = 1 -
Eandistillée; s anm e e 10 —

La dissolution du bichromate dans I'eau exige au moins vingl-
quatre heures; si l'on est pressé, on abrege ce temps en broyant
les cristaux de bichromate et en élevant la température de
I'eau.

Le liquide de Miller est un liquide jaune-orange, comme le
bichromate qui entre dans sa composition, et qui parait devoir
ses propriétés fixatrices i ce sel, le sullate de soude ne parais-
sant servir qu'a augmenter sa densité el son pouvoir péneé-
trant. Cest un réactif bon marché, dont on peut user de
grandes quantités,

1°Mode d’emploi. — Comme ila ¢té dit plus haut, ce liquide
pénétre assez bien, de sorte que 'on peul y mettre des pieces
relativement volumineuses, telles quun segment de rein
d’homme comprenant a la fois la substance corticale el une
pyramide de Malpighi. Les pit¢ces sonl suspendues par un fil
dans une grande quantité de réactif que I'on a soin de renou-
veler tous les jours pendant la premieére semaine el de temps
a autre par la suite.

La fixation est peu rapide et demande huit et méme quinze
Jours ; au bout de ce temps, la picce peut élre débilée en
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coupes, mais elle peul sans inconvénient rester dans le liquide
des semaines et méme des mois. C'est généralement au boul
d'un mois ou deux que les pieces conservées dans le liquide
de Miller présentent la consistance la plus favorable pour y
faire des coupes directement et sans inclusion préalable. Au
bout de plusieurs mois elles deviennent friables et les épithé-
liums de revétement s'enlevent facilement, laissant 4 nu les
surfaces qu’ils recouvraient.

Il faut éviter soigneusement le développement des moisis-
sures dans les flacons qui renferment les pitces; pour cela
on doit les boucher avec soin et renouveler fréquemment le
liquide.

Lorsqu'on veul meltre en préparalion une piéce fixée par
le ligquide de Miiller, on commence par la laver & l'eau cou-
rante pendant quelques heures pour enlever tout I'exces de
bichromate non fixé sur les tissus. Pendant le cours de cette
operation, il faut surveiller la direction et la force du courant
d’eau employé, parce qu'il peut trés bien, s'il arrive directe-
ment sur la piece, en détacher certains élémenlts. L'épithélium
de la peau de certains poissons fixés depuis quelques mois
dans le liquide de Miller s'enlévera trés aisément sous action
d'un simple filet d’'eau. Une fois le lavage terminé, les mani-
pulations ultéricures se font suivant le mode de préparation
choisi, c’est ainsi que l'on passera la picce dans les aleools
successifs , 70, 90°, si l'on veut l'inclure plus tard dans la
paraffine, ou au contraire on la portera direclement dans la
solution de gomme arabique si l'on se conlente du durcisse-
ment produit par cette substance, et ainsi de suite.

I'emploie souvent avec succes, lorsquiil s'agit de petites
pieces, la liqueur de Miller additionnée dun peu d'acide
osmique dans les proportions suivantes :

Liqueur de Maller. . . . . . . 100 centimétres cubes
Acide osmique (sol. a1l p. 100). 245 —

On plonge la piece suspendue par un fil au milien de ce
liquide. On le renouvelle deux ou trois fois en vingt-quatre
heures, puis on le remplace par de la liqueur de Miller pure.
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Ce liquide fixateur, que jai appris & connaitre il y a une
quinzaine d'années au laboratoire du professeur RExavr, ma
constamment donné de bons résultats. Il existe du reste d'au-
Ilres mélanges osmio-bichromiques (liqueurs d’Avrvass, de
Lixpsay, de Casar). L'action de l'acide osmique ne se fait sen-
tir que sur une faible épaisseur de la picce, mais elle est suf-
fisamment marquée pour conserver des structures délicates.,

2° Indications. — La liqueur de Miiller est un réactif tres
utile. Elle fixe et conserve bien des éléments délicats tels que
ceux de la rétine, les cellules épithéliales des parenchymes
du rein, du foie, etc. Elle peul donc étre employée pour la
fixation ordinaire des pieces provenant des autopsies. Son
faible prix de revient permet d'en consacrer de grandes quan-
tités & recueillir et garder pendant quelque temps des malé-
riaux que 'on laisserait peut-étre perdre sl fallait employer
pour eux des réactifs plus chers.

Une indication trés importante et méme capitale de 'emploi
de la liqueur de Miller, est le désir d’examiner dans une pic¢ce
les vaisseaux capillaires remplis de globules rouges comme ils
le sont pendant la vie. et produisant par conséquent I'effet
dune injection naturelle. En effet, cette liqueur fixe les tissus
en laissant les vaisseaux de petit diamctre gorgeés de globules
rouges — ce qui n'arrive pas au méme degré avec les autres
fixateurs — de telle mani¢re que leur trajet est facile a suivre
et que l'on peut aisément éludier les rapports des vaisseaux
avec les autres ¢léments constituant lorgane. Les globules
rouges ont pris une leinte brun rougeitre qui permet, a
défaut méme de toute autre coloration, de suivre le trajet des
capillaires. 1ls ont aussi assez bien conservé leur forme. Si 'on
a eu soin d'empécher les gros vaisseaux de l'organe fixé de se
vider de leur sang, au moment ot 'on a fait 'autopsie, on a,
par ce mode de fixation, des injections naturelles admirables
et tres précieuses. A cause de celte propriété on ne devra
jamais négliger d'employer la liqueur de Miller pour la fixa-
tion de pic¢ces destinées a I'étude de I'Anatomie microsco-
pique.
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Pour les études de cytologie, la liqueur de Miller pure doit
ére rejetée, parce quelle donne des fixations msuflisantes
pour les fins détails, L'addition d'une cerlaine quantité d'acide
osmique 'améliore beaucoup pour ces cas.

§ 7. — BICHLORURE DE MERCURE (SUBLIME)

Le bichlorure de mercure est un excellent fixateur, qui rend
de grands services dans la fixation d'élres trés délicals comme
cerlaines planaires, que seul il permet d’obteniv en bon élat,
Il est aussi employé pour I'histologie des Vertébrés, comme on
le verra ci-dessous. Il y a un grand nombre de formules de
solutions fixatrices au sublimé ; nous employons d’habitude
la suivante :

| T et e S R R R R LV B g R
i [ Gy e et e e B il s 0 gr. 5
Bichlorure de mercure . . . . . . .. (. 8. (1,9)
Acide azotigue. o' o : Lo w o o1 gontte

Pour faire cetle solution on met du sublimé¢ dans 'eau salée
a 0,5 p. 100, et on fait chauffer. La liqueur se trouble ; on
laisse reflroidir lentement et il se dépose au fond de longues
aiguilles de sublimé. Ce mélange est tout simplement une
solution aqueuse concentrée de sublimé, le chlorure de sodium
ajouté i l'eau augmente la solubilité du sel de mercure dans
celte derniere, et donne par suite une liqueur plus riche en
sublimé, Lacide azotique est destiné & neutraliser 'ammo-
niaque almosphérique qui ameéne la formation d'un précipité
trés fin (Borees Leg). Ce précipité se forme moins rapidement
dans les solutions contenant de 'acide, néanmoins celles-ci
ne se conservent pas longtemps a I'élat de limpidité parfaite,
el il est bon de les préparer seulement au fur et & mesure des
besoins. Rawirz recommande de les mettre dans un flacon de
verre sombre ou dans un endroit peu éclairé,

1° Mode d’emploi. — Des fragments (rés petits sont placés
dans une grande quantité de solution. On les y laisse jusqu'a
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ce (qu’ils soient devenus parfaitement opaques dans toute leur
épaisseur, ce qui arrive en quelques minutes, quelques heures
ou meme au bout d'un jour entier seulement, mais rare-
ment plus. Il est bon d'ailleurs de ne pas laisser les objets
dans le liquide au dela du temps nécessaire pour la fixa-
tion.

Des que celle-ci est achevée, ce que 'on reconnait a I'opa-
cité complete du fragment immergé dans le fixateur, on retire
la pitce du sublimé et on la porte dans de 'aleool & 700, Pour
ce faire, il ne faut jamais toucher la solution de bichlorure avec
des instruments en métal, au contact desquels le mercure se
précipite, mais il convient d’employer des pinces ou des spa-
tules en corne, en caoutchouc durci, en celluloid ou en bois
sur lesquelles le métal est sans action.

L'alcool & 70° dans lequel on plonge la pi¢ce au sorlir du
sublimé est destiné & la laver et & enlever 'excés du fixateur,
En effet, le sublimé non combiné avec les éléments et resté
libre dans les interstices organiques formerait plus tard dans
les préparations des préeipilés ou des cristaux trés génants ;
il importe de le dissoudre complétement pour empécher leur
production. Pour cela on met dans l'alcool & 70° qui sert a
laver la pitce une gquantité de teinture diode suflfisante pour
donner au bain de lavage une teinte vin de Porto. Liode dis-
sout le sublimé, et I'alcool se décolore ; on le renouvelle
en ajoutant encore de la teinture dliode, jusqu'a ce que
I'alcool ne se décolore plus. On lave alors rapidement a I'al-
cool & 70° pur, puis on porte la picce dans de l'alcool a 90°
dans lequel elle peut élre conservée, et dans lequel aussi la
légiére coloration brune qu’elle doit a liode disparait aiseé-
ment.

L’extraction du sublimé par alcool iodé doit se faire comme
cela est indigué ci-dessus, immédiatement aprés la fixation,
on en tout cas avant l'inclusion de la piece dans la paralline.
Si, en effet, on remet cetle opération aprées la confection des
coupes consécutive i une inclusion i la paraffine, les prépara-
tions sont tres souvent gitées par la présence d'une série de
pelites lacunes ou de déchirures qui répondent aux points occu-
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pes par le précipité ou par les cristaux de sublimé. Si on lait
disparaitre ces derniers avant I'inclusion a la parafline, les tis-
sus qui ont gardé leur élasticité occupent & nouveau les inter-
valles ou siégaient les précipités qui d'ailleurs les avaient plus
ou moins comprimeés ou écartés au moment de leur form:-
tion ; mais apres l'inclusion dans la paraftine, celle élasticité
esl perdue et une fois les précipités enleveés par le lavage a
I'alcool iodé, fait sur la lame, les places quils occupaient
restent vides el forment les lacunes signalées ci-dessus
(SCHAPER).

Si, pour faire les coupes, on n‘emploie pas linelusion dans
la paraftine, on peut remetire I'extraction du sublimé par
I'alcool iodé aprés la confection des coupes, comme on le
fait d’ordinaire.

[l ne faut pas laver & 'eau les pieces sortant du sublimé, il
est bien préférable de les passer dans 'alcool & 700, Ce dernier
dissout davantage de bichlorure que l'eau et complite en méme
temps la fixation.

2° Indications. — Le sublimé est, comme on 'a vu, le lixa-
teur de choix pour certains animaux. Pour les Vertébrés, il est
moins indispensable ; cependant il donne d'excellents résul-
tats pour fixer des structures délicates telles que celles d'em-
bryons trés jeunes, ou celles des cellules en voie de divi-
S1011,

D'une manieére générale il est indiqué pour les pieces d'un
faible volume que l'alcooliodé débarrassera aisément de l'excés
de sublimé.

On doit 'employer encore i la place de la liqueur de Flem-
ming pour certains éléments bourrés de granulations grais-
seuses el qui deviendraient trop noirs sous 'action de ['os-
mium,

Les précipités dont nous avons parlé plus haut se fonl avee
une plus grande abondance dans certains organes, particu-
litcrement dans le foie, les reins, les ganglions lymphati-
ques. On en tiendra compte lorsque I'on fixera ces organes au
sublimé.



103 METHODES GENERALES

Les picces fixées au sublimé se prétent facilement a toutes
les colorations ultérieures,

§ 8. — MoDES D'EMPLOI PARTICULIERS DES FIXATEURS

Dans certaines circonstances, soit pour mienx assurer la
pénétration du fixateur, soit pour éviter la déformation des
membranes sowmises a la fixation, il est bon de modifier le
mode d'emploi des réactifs indiqué ci-dessus. On peut alors,
d'une part, injecterle liquide fixateur dans U'organe lui-méme;
d’autre part, tendre sur un cadre rigide les membranes dont
on veul éviter la déformation el la rétraction.

1° Injections interstitielles ou intra-vasculaires. —
Pour remédier & la faible pénélration de certains fixateurs,
on a pense i les injecter dans les lacunes des tissus, ou dans
les vaisseaux, alin de les melttre le plus directement possible
en contact avee les éléments quiils doivent alteindre.

Cest Raxvien qui a imaginé le principe des injections
interstitielles, et 'on sait quels beaux résultats cette méthode
lui a donnés dans I'étude du tissu conjoncetif. Voici comment
on procede @ on charge une seringue de Pravaz, munie de sa
canule tranchante, du liquide fixateur choisi; puis, piquantle
tissu, on y pousse linjection. Dans les tissus lacunaires,
comme le lissu conjonctif liche, le liquide se répand aisément
entre les différents éléments el les fixe d'une maniére par-
faite. Dans d’autres cas, par exemple pour les ganglions
lymphatiques, la rate, I'injection interstitielle poussée dans
ces organes les débarrasse des ¢léments migrateurs qui n'y
sont que momenlanément arréleés, et met en évidence, tout en
les fixant, les follicules des ganglions ou les cordons pul-
paires de la rate. Ces exemples sappliquent & des objels particu-
lierement propres i I'emploi de ce mode de fixation, mais on
peut aussi l'utiliser dans des cas moins favorables, pour les
clandes en grappes, pour I'étude des muqueuses ou-de la peau
dont les lymphatiques s'injectent ainsi admirablement el
portent partout le réactil’ fixateur, [l n'y a guére que certains
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parenchymes (res compacts, tels que celui du foie, qui ne
se prétent pas & ce mode de fixation parce que linjection
ne peubt les pénétrer dune maniere suflisante.

Dans ces cas, on peul pousser le fixateur par les vaisseaux
propres de l'organe. Comme certains fixateurs peuvent déler-
miner la coagulation du sang et obstruer par suite le systéme
capillaire, ce qui soustrairait une partie de 'organe & laction
fixatrice, il est bon d'injecter préalablement par lartere un
peu de la solution physiologique de sel & la tempdérature de
400 environ, 8'il sagit Fun organe toul a fait frais et que 'on
vient d’enlever & un animal & sang chaud, & la température
de la chambre dans les autres cas. Lorsque le sang a éLé entlie-
rement chassé par I'eau salée, on pousse le lixateur qui, trou-
vant au-devant de Iui les voies libres, pénetre intimement toule
I'é paisseur de la picce.

Par ce moyen on peut fixer des organes entiers, et on peut
se procurer ainsi des pieces de grandes dimensions, indispen-
sables pour I'étude de 'anatomie microscopique.

On peut employer pour ces injections interstitielles ou
intra-vasculaires la plupart des réactifs fixateurs, mais comme
le liquide injecté ne peut agir d'une manieére efficace que
pendant un court espace de temps, soit qu'il s'altére rapide-
ment au contact des tissus, soit qu’il s'écoule trop vite, il est
bon de n’injecter que des fixateurs énergiques el rapides tels
que l'acide osmique et les mélanges qui en renferment.

Pour éviter T'altération de la canule en fer dela seringue
par certains des produits injectés, on se sert d'une canule en
platine iridié.

2° Fixation aprés tension. — Dans certains cas o l'on a
affaire a des organes tres rétractiles (épiploon) ou contrac-
tiles, parce qu'ils renferment des fibres lisses (vessie, inles-
tin, ete., ete.), il importe de fixer ces organes tendus, sinon
la rétraction qu’ils subissent lorsqu'on les enltve de la place
quils occupent dans l'organisme, plisse et froisse les éleé-
ments qui les composent et rend les préparations moins
belles et plus difficiles & interpréter. Ainsi, lorsquon fixe un



110 METHODES GENERALES

fragment d’intestin abandonné & lui-méme, la contraction
de ses tuniques musculaires en le plissant de diverses maniéres
empeéche d'avoir des coupes régulierement perpendiculaires
ou paralleles a son axe longitudinal, les seules qui donnent des
images bien claires de sa structure,

Pour remédier & cetinconvénient, on ouvre I'inteslin, on le
débarrasse de son contenu et on le fixe avec des épingles sur
un cadre de liége, en le tendant modérément, puis on le plonge
dans le liquide fixateur. La fixation se fait alors réguliérement,
toutes les parties des tuniques s'imprégnent également du
réaclif, ce qui n’arrive pas si
on laisse se former des plis
dont le fond est i peu pres a
I'abri du fixateur, et, de plus,
il est facile de faire des coupes

perpendiculaires enfre elles
sur toute leur étendue. Les
Fig. 42. cadres tenseurs se font tres
Anneaux tenseurs d’'ETERN0D.  facilement aux  dimensions
voulues, on les découpe avec
un histouri dans des lames minces de litge que I'on trouve
partout. Il ne faut pas se contenter de tendre la membrane
contractile sur une lame de litge, car une de ses faces serail
presque complétement & 'abri du réactif, mais il faut évider
le milien de la lame de facon & en faire un cadre véritable
comme il a &té dit.,

Il existe des membranes trop délicates pour pouvoir étre
fixées & laide d'épingles qui les déchireraient et qui doivent
cependant étre fixées a I'état d’extension, tels sont I'épiploon
ou le mésentere des petits animaux, rats, cobayes, lapins, etc,
Dans ces cas on emploie des tenseurs imaginés par KTERNOD.
Ce sont des anneaux en ¢ébonite, tres légérement tronconi-
ques et s'emboitant les uns dans les autres, par paires. Lors-
qu'on veul s'en servir, on glisse le plus petit des deux sous la
membrane choisie, encore en place dans lorganisme, et on I'en
coiffe comme de la peaun d'un tambour, puis on enfonce par-
dessus la membrane 'anneau le plus large qui emboite le pré-

§
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cédent en serrant entre eux deux la membrane qui se tend
régulicrement. Lorsque les deux anneaux sont enti¢rement
emboités 'un dans Iautre, la membrane est maintenue en
place ; on peut alors la couper avec des ciseaux en suivant le
contour de 'anneau extérienr et porter dans le lixateur choisi
le petit systéme des deux anneaux conjugués el la portion de
membrane qu'ils ont immobilisée,

Il faut prendre garde de ne pas séparer les anneaux avant
que la rétractilité de la membrane ait été abolie par action
des réactifs, ce qui arrive en général aprés un lemps assez
court dont la durée sera indiquée ultérieurement pour certains
cas particuliers. En général, une portion d'épiploon ou de
mésentere ainsi tendue ne revient plus sur elle-méme apres
étre restée un quart d’heure dans I'alcool a 90* ou quelgques
heures dans la liqueur de Flemming. Lorsque la rétractilité a
¢té abolie, la membrane mise en liberté par la dislocation des
anneaux tenseurs est devenue uu peu rigide et ne revient plus
sur elle-méme.

9. — REGLES GENERALES POUR LA FIXATION

Il importe avant tout de prendre des organes absolument
frais, que l'on fixe immdédiatement apres les avoir enlevés i
un animal qui vient d'étre sacrifié. Les larves de pelite taille,
les embryons sont plongés vivants dans le liquide fixateur,
Lorsqu'on a alfaire & des parties prises sur le cadavre d'un
animal mort depuis plusieurs heures, on ne peut plus compter
sur une fixation véritable, et Faction du réactif se borne tout
au plus a arréter la décomposition cadavérique a4 un point
donné,

Les objets a fixer doivent toujours étre suspendus dans les
liquides fixateurs, ce que 'on obtient soil en les attachant &
un fil, soil en garnissant d'un peu de colton hydrophile le fond
du flacon dans lequel a lieu la fixation.

La quantité du réactif fixateur doit étre équivalente 450 fois
au moins le volume de 'objet & fixer,
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Le liquide fixateur doit étre changé chaque fois quiil se
trouble.

On ne doit laver a l'eau, apres la fixation, que les pieces
immergées dans des liquides faisant un précipité avec I'alcool,
tels que I'acide osmique (voy. plus haut), Facide chromique et
ses sels. Dans tous les autres cas il vaut mieux laver dans
I'alcool & 700,

Une température de %0° environ raccourcit la durée de la
fixation. On peut donc pour aller plus vite metire dans une
¢tuve d 400 les picces immergées dans le fixaleur,

§ 10. — IMPREGNATIONS

Fixation — imprégnation.
preg

On entend par imprégnation la coloration produite par cer-
lains sels métalliques sur les tissus. Ainsi le nitrate d’argent
appliqué sur les épithéliums margue les limites des cellules en
noir, le chlorure d'or colore en violet les terminaisons ner-
veuses. Les imprégnalions sont souvent décrites tout a fait &
part des fixations, pourlant toute imprégnation est accompa-
andée d'une fixation; et en réalité une imprégnation n'est pas
autre chose quune fixation dans laquelle un métal ou un sel
métallique donne aux tissus, en meéme temps quiil les fixe,
une coloration déterminée qui est d'un grand secours dans
I'analyse histologique.

Nous avons déja fait remarquer que 'osmium joint & son
action fixatrice une action imprégnatrice, car il se réduit sur
certaines substances et les colore. Il forme ainsi une transition
entre les tixateurs proprement dits et les fixaleurs imprégna-
teurs : ces derniers sont principalement des sels d'argent el
des sels d'or.

1° Imprégnations & 'argent. — Des divers sels : laclale,
citrate, azotate d’argent, qui ont éLé proposés, le dernier est le
plus communément employé et suffit & tous les besoins. On
prend le nitrate d’argent cristallisé, et on en fait une solution
dans Ieau distillée a1 p. 100. Cette solution mere sera ensuite
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diluée avee de eau distillée, de maniere a donner des solu-
tions & 1 p. 200, 1 p. 500, méme 1 p. 1000, suivant les indica-
tions particulieres. Il faut avoir soin de la conserver dans un
flacon parfaitement propre et bien bouché; elle a en effet une
agrande tendance 4 se réduire, ce que Pon allribuait aultrefois

s
L]

i la seule action de la lumiére solaire et que 'on rapporte
maintenant aux poussieres de Falmosphere (BoLies Leg).

Le nitrate d’argent est un fixateur. I v a longlemps déji que
Raxvier I'a employeé & ce litre en injections interstitielles dans
le tissu conjonctil. Celle action fixatrice est assez énergique
pour conserver d'une maniére satisfaisante les figures de karyo-
kinése ; jai traité par le nitrale d'argent plusieurs blasto-
dermes de poulet an débul du développement, et ils montrent
toutes les phases de la division cellulaire.

Mais ce que les histologistes demandent surtout an nitrale
d'argent, ¢’est 'imprégnation, qui consiste en ceci @ lorsquon
fait agir le nilrate dargenlt sur une surface épithéliale on
endothéliale telle que celle des séreuses, en méme temps quiil
fixe les cellules, il se réduit sur les lignes intercellulaires, en
formant un dépot tres ting absolument noir, qui limite les con-
tours de la cellule comme par un trait d’encre, Ce dépot, cons-
litué par de 'argent métallique ou par un oxvde dargent, se
fait sur le ciment qui unit les différentes cellules entre elles,
el, comme on le dit, met en évidence ce eiment; cependant il
peut se faire aussi dans les interstices cellulaires non oceupdés
par un ciment, el ¢’est ce quiarrive dans certaines préparalions
de tissu conjonctif dans lesquelles le précipité noir remplit tous
les intervalles tres larges et tres irréguliers Caillenrs, silués
entre les cellules. Dans ces deux cas (épithélium el tissu con-
jonelif), le nitrate d'argent ne se dépose jamais sur la cellule
qui reste incolore et se détache vivement sur le fond noir (Lissn
conjonctif) ou sur le dessin noir des traits de ciment (épithé-
liums), le noyau estinvisible. A cause de cela on ditque I'impre-
gnation est négative, puisqu’elle porte sur des parties exté-
ricures a la cellule. Dans d’autres cas largent se dépose sur
le corps méme de la cellule, formant au sein du proloplasma
un précipité granuleux, qui respecte absolument le novau

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIOUE, 8
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laissé imcolore, on dit alors que 'imprégnation est posilive,

L'imprégnation posilive peut se produire accidentellement
au cours d'une imprégnation négalive; cela arrive souvent
lorsque la solution d'argent est trés faible, 1 p. 500 4 1 p. 1000
(Raxvier). L'imprégnation positive n'est pas recherchée en his-
tologie, nous n'en parlerons done pas davantage, et nous pas-

Fig. 43.

lmprignation & Pazotate d’argent d’'un mésentére de grenouille.

¢, cellule imprégnée négativement. — p, cellule imprégnée positivement dont le
novau est réservé en blane. — g, globule rouge coloré, — 3¢, stomale. Stiassnie,
ocul. 2, object. 6.

serons 4 lindication de la technique des imprégnations, 11y a
deux modes principaux d'imprégnalion : ce sont 'imprégna-
tion des surfaces el 'imprégnation par injection interstitielle.

a. Imprégnation d'une surface. — Pour donner une bonne
idée de la pratique dune imprégnation a4 Pargent, on peut
exposer la maniére d'imprégner le mésentére de la grenouille,
manipulation trés simple d'une réussite assurée el que les
éloves devront toujours faire. Une grenouille est tuée, placée sur
le dos sur une planchetle de litge a laquelle on la fixe par des
épingles enfoncées A travers ses membres, On lui ouvre le ventre
et 1'on tire au dehors avee soin une anse intestinale ; sans déta-
cher le mésentére de ses insertions vertéhrales, on le tend et on
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le maintient tendu en le fixant par des épingles piquées i (ra-
vers l'intestin. On laisse tomber sur le mésentére quelques
gouttes d'eau distillée pour enlever les impurelés (sang, glo-
bules blanes, ete.) qui pourraient s’y trouver, et sans perdre de
temps ou l'arrose pendant une ou deux minutes avee une
solution de nitrate & 1 p. 300. La membrane blanchit. On la
lave 4 l'eau distillée rapidement, puis & I'alcool a 90° qui
achtve de la fixer et détruit sa rétractilité, de telle sorte qu’au
bout de quelque temps (un quart d’heure environ), le mésen-
tére élant devenu parfaitement rigide, peut étre détaché de ses
insertions vertébrales et intestinales et porté sur une lame de
verre sans revenir sur lui-méme et sans se plisser. On acheve
la préparation en la montant au baume (voir plus loin) sans
coloration préalable, ou bien apreés la coloration que 'on vou-
dra, car le nitrate d’argenl ne s‘oppose pas a l'action des ma-
tieres colorantes,

b. Imprégnation par injection inlerstitielle. — Le procédé
ci-dessus décrit sapplique aux endothéliums des surfaces,
Pour les endothéliums profonds on a recours soif aux injec-
tions intra-vasculaires (voy. p. 204%). soit aux injections inters-
titielles dont Paction s’explique comme suit : si F'on pousse
dans le chorion dune muqueuse quelconque ou de la peaun
une injection interstitielle, celle-ci ne tarde pas & gagner les
capillaires lvmphatiques qu’elle remplit, puis & pénélrer par
effraction ou par diffusion dans toutes les parties du chorion,
imprégnant tout ce qu'elle trouve sur son passage, muscles
lisses des artérioles, endothéliums des vaisseaux lymphatiques,
des vaisseaux sanguins, des gaines des nerfs, des corpuscules
de Pacini s'il s'en trouve, ele.

On a done par ce procédé un moyen facile d'imprégner
toules sortes de parties quil ne serait pas commode d'atleindre
autrement. Mais comme il s'agit non plus de couches épitheé-
liales minces, mais bien de membranes épaisses sur lesquelles
I'action du nitrate seul serait peut-¢tre un peu insuflisante, il
est bon d'ajouter a ce dernier un tixateur énergique qui, sans
s'opposer a sa réduction, compléle son action fixatrice .

A cet effet, M. Rexaur a proposé, il y a quelques années,
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divers meélanges d'acide osmique, d'acide picrique et de
nitrate d'argent, qui donnent d’excellents résultats. L'un de
ces mélanges, le plus employé, est ainsi constitué : on fail
d’abord une solution A composée de :

Sol. aq. saturée d'acide pi-
- : \ crique dans l'ean distillée. 80 cent. cubes
Solution A, 7 ) : ,
Sol, aq. d'acide osmique a
T ) S

Cette solution peul étre conservée pendant quelque temps,
A l'abri de la lumiére. Lorsqu’on veul faire l'imprégnation, on
y ajoute, au moment de s'en servir, le nitrale dans les propor-
fions suivantes :

SOIREION AL 7L & ke a i oK e W & ek parties
Nitrate d'argent a1 p.100. . . . . . . 1 —

Ce mélange, que l'on peut appeler le liguide de Renaut, est
un excellent fixateur et impregne trés bien. On peut d'ailleurs
faire varier les proportions d'acide osmique el de nitrate
d'argent; ainsi on peut employer le mélange suivant :

5

Solution:A { Sol. aq. saturée d’acide picrique 66 cent. cubes
L) i - |. i 3 ; : e

' =t ) Sol.ag.al p.100 d'acide osmique. 33 Vi,
puis

TR AT ey, BTl T S e O h s AL B S U 1 |I|'H"”l*:-§
Nitrate d'argent a1 p. 100. . . ., . . . 1 —

Dans ce dernier mélange lacide osmique entre pour un tiers
dans la solution A, le nitrate d’argent pour un quart dans la
solution totale, tandis que dans le premier mélange indiqué,
I'acide osmique entrail pour un cingquieme dans la solution A, le
nitrate d’argent pour un cinquiéme dans la solution définitive,

Chacun choisira, d'apreés sa propre expérience, le tilre de
solution qui conviendra le mieux, mais nous pouvons recomn-
mander celui qui a été indiqué en premiere ligne.

Les mélanges picro-osmio-argentiques sont généralement
employés en injections interstitielles dans les tissus. On main-
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tient l'injection pendant une ou deux minutes, puis on porte
le fragment injecté dans 'alcool & 90° qui acheéve la fixation,
Il s'agit ensuile de faire disparaitre la teinte jaune due i
l'acide picrique. Pour cela on peut laver I'objel dans de I'alcool
a 700, plusieurs fois renouvelé, et qui dissout mieux l'acide
picrique que l'alcool & un degré supérieur. Enfin on fait les
coupes, soit sans autre durcissement que celui donné par
I'alcool, soit apres inclusion au collodion ou i la paraffine.

2 Méthode de Golgi. — Une des plus importantes applica-
tions du nitrate d’argent aux recherches histologiques est celle
qui a été imaginée il y a une vinglaine d’années par Gover. Cet
auteur remarqua que si 'on traite par un bain de nitrate dar-
gent des fragments du systéeme nerveux central durcis dans le
liquide de Miiller ou dans le bichromate de potasse, il se forme
sur certaines cellules un précipité noir ou noir rougedtre de
chromate d'argent, qui donne a la cellule et & ses prolonge-
ments une teinte noire tranchant vivement sur le fond jau-
nitre de la préparation. Cest ce que Gorer appela la réaction
notre. Lorsque le corps protoplasmique n'est pas tres épais, le
novau se montre avec une couleur brun clair.

Celle réaction est extrémement précicuse ; en marquant d'une
manicre nette les cellules nerveuses el leurs ramifications, elle
a fourni des données inappréciables sur la structure des centres
nerveux, el a pour ainsi dire renouvelé toules nos connais-
sances sur leur anatomie, Il importe done de bien la connaitre.

Goret traitait d'abord les piéeces par un séjour prolongé dans
le hichromate de potasse. Rasox v Guar, en ajoutant a ce der-
nier une certaine quantité d'acide osmique, a permis de réduire
considérablement la durée de ce premier temps de la méthode
(méthode rapide). Voici comment on procede. Des fragmenls
de centres nerveux frais sont portés dans le mélange de
R. ¥ Cajar, composé comme suit :

Sol. aq. de bichromate de potasse a 3 p. 100 100 cent. cubes
Acide osmique & 4 p. 400 . . . .., .. 30435 —

Casar avait proposé antérieurement la formule suivante que
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I'on trouve indiquée dans beaucoup de livres et que nous répé-
tons ici @

Bichromate de potasse 4 3 p. 100. . . & volumes
Acide osmique a1 p. 100. . . . . .. 1 —

[l faut au moins 10 centimetres cubes du liquide de Cajal

i L cy

Fig. 4%.
Méthode de Golgi (cellule des hémispheres cérébraux
de la grenouille).

i, novau marqué par une leinle brun clair, o, dendrites. — ey, evlindraxe.
Stiassnie, ocul. 2, object, 6.

pour une picce mesurant 4 millimétres de coté. Le flacon ren-

fermant la pitce est maintenu a la température de 20 a 250,

el on y laisse séjourner les picéces un temps variable suivant

e CTMEE EE—
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que I'on deésire imprégner les cellules névrogliques, les cellules
nerveuses ou les fines fibres nerveuses collatérales.

Voici, d'aprés Stong, un tableau indiguant la durée du séjour
dans chacun de ces cas : il faut

2-3 jours pour imprégner les cellules névrogliques
3-5 —_ - —  nerveuses

5-T = — les fibres collatérales.

Lorsqu’on juge suflisant le séjour de la piece dans le mélange
osmio-bichromique, on la retire, on la lave pendant quelques
secondes a I'eau distillée et on 'essuie rapidement avec un
papier filtre pour enlever I'exces de bichromate dont elle est
impreégnée, mais il faut avoir soin de ne pas trop la presser
entre les doigts.

On la porle alors dans une solution de nitrate d'argent &
0,75 p. 100. 11 se fait, tant sur la piece elle-méme que dans
le liquide, un abondant précipité noir rougedtre de chromate
d'argent. Il n'y a pas lien de s’en préoccuper ; on place le vase
renfermant le bain de nitrate a I'obscurité et a la température
du laboratoire. 11 n’est pas besoin de le maintenir & un degré
déterminé de chaleur, comme ¢’élait le cas pour le bain osmio-
bichromique. |

LLes pieces peuvent élre ainsi conserveées dans le nitrate d’ar-
gent a Pobscurité pendant plusieurs jours et méme pendant
plus d'un mois, mais en général la réduction est opérée au
bout de trente-six heures,

Au bout de ce temps on retire un fragment, on le passe pen-
dant une demi-heure environ dans 'alcool & 90° qui le déshy-
drate et dissout I'excés du nitrate d’argent, puis on y fait a
main levée des coupes d'essai, pour voir si la réaction est
réussie. Dans ce cas on fait des coupes régulieres suivant les
procédés indiqueés plus loin (voy. ch. ui, Coupes, puis la partie
spéciale de celte technique, Tissu nervewr). Si an contraire la
réduction n'est pas faite, on peut recourir a la double {impre-
gnalion (CajaL), ¢'esl-d-dire que les fragments retirés du bain de
nitrate d’argent et rapidement essuyés avee du papier a filtre
sont portés de nouveau dans une quantité suffisante du liquide



| 20) METHODES GENERALES

de Cajal, comme au début de Popération. On les y laisse
séjourner deux ou trois jours, puis on les passe dans le nitrate
comme la premiere fois. Celte seconde imprégnation ajoutée
a la premicre donne souvent de bons résultals,

La méthode de Gorcr ne teint jamais qu'un pelit nombre de
cellules dans un centre nerveux, et ¢'est justement pour cela
que ces cellules se détachent trés nettement sur le fond de la
préparation. Lorsque les cellules sonl imprégnées en grand
nombre, les préparalions sont beaucoup plus embrouillées et
moins instructives. Du reste, il ne faut pas oublier que cette
mdéthode ne colore pas en noir que les cellules nerveuses
et leurs prolongements, elle teint aussi parfois en dehors de
la névroglie les cellules du tissu conjonelif, les vaisseaux,
voire meéme les fibres élastiques. 11 en résulte des avanlages et
des inconvénients.

Des avantages, parce que la méthode n'est pas exclusivement
applicable aux centres nerveux, mais qu'elle permet aussi de
mellre en évidence les terminaisons nerveuses dans les divers
tissus, et de colorer cerlains conduits glandulaires intercellu-
laires (res fins, comme on le verra dans la parlie spéciale,

Des inconvénients ; car elle colore parfois d'aulres parties
que les cellules de nature nerveuse, et un débutant qui s'alten-
drait & ce que les éléments nerveux seuls soient colorés pour-
rait tomber dans de graves erreurs d'interprétation. Aussi ne
faut-il aborder I'étude de celle méthode que muni de sérieuses
connaissances histologiques préalables.

La méthode de Gorer-Casarn réussit d'autant mieux qu’on
Fapplique & une période tres voisine de la médullisation des
libres nerveuses (Rasox v Caiar), et ¢’est pour cela quiil faut
aulant que possible s‘adresser i des animaux jeunes ou nou-
veau-nes.

Le lapin de huit jours est particulitrement favorable et
Ravox v Casan conseille aux débutants d’essayer la méthode
en emplovant d’abord les piéees suivantes : 1° Ja corne d’Am-
mon du lapin de huit jours; 2° le cervean du méme animal :
3 la moelle épinitre d’embryon de poulet de sept a qualorze
jours d'incubation.
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On essaiera ensuite d'imprégner le bulbe olfactif et le cervelet
d’animaux jeunes, chien, chat, etc., puis lorsqu’on se sera ainsi
exercé avec des cas faciles, on pourra aborder I'imprégnation
plus diflicile des pieces prises sur des animaux adultes.

Le précipité de chromate d'argent qui se forme a la péri-
phérie des pitces est quelquefois trés épais el lres génant.
Pour I'éviter, Arnias conseille le procédé suivant : On prend
des lames de pain azyme que l'on clive en deux i laide d'un
couteau a lame mince, un couteau de peintre par exemple.
On humecte légerement d’eau ou de bichromale ces fragments
de pain azyme et on les applique contre les pieces par leur
surface grenue et non par leur face lisse. Rendus mous
par I'imbibition du liquide, ils se laisseot mouler sur la
pitce a laquelle on les fait mieux adhérer par une légere
pression des doigls, puis par une courte dessiccation a l'air
libre. Au moment des coupes ils se détachent aisément et
entrainent avec eux la majeure partie du précipité qui s’est
faile dans leur épaisseur et non dans la piece.

Pour ne pas trop séparer les détails des opérations nécessitées
par la méthode de Gorer, nous dirons ici quelques mots du
monlage des préparalions qui est tout & fait particulier. En
elfet les coupes Lraitées par cette méthode, une fois mises sur
le porte-objel, ne doivenl pas étre recouverles d une lamelle,
car si on les recouvre ainsi, elles ne tardent pas i se décolorer.
Il faut simplement les recouvrir de baume qui se desseche &
I'air et les conserve en parfait élat,

On pourrait déposer les coupes sur une lame, et les recou-
vrir de baume, mais I'épaisseur de la couche de baume empé-
cherait de se servir de forls grossissements parce que dans
ces cas l'objectif toucherait le baume. Les inconviénients
seraient encore plus grands si l'on voulait observer a laide
d'un objectif & immersion, le liquide d'immersion élant alors
en conlact avec le baume, ce qu'il faut éviter. Aussi, au
lieu de monter les coupes sur des lames on les monte sur des
lamelles ; les lamelles recltangulaires de 30 >< 20 millimetres,
par exemple, conviennent parfaitement. La picce élant mise
au centre de la lamelle, déshydratée puis éclaircie i 'essence
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de girofle, est recouverte de bnume aun xylol. Lorsque le baume
est sec, on instre la lamelle dans une ouverture pratiquée sur
le centre d'un porte-objet en bois, la face revélue de baume
étant tournée du coté le plus épais de la planchette. On fixe
alors la lamelle contre celle-ci & l'aide d'un peu de cire ou
par tout aufre procédé. On peul ensuite retourner le porte-
objet: la préparation placée en dessous ne touche pas les sur-
laces sur lesquelles il repose, & cause de I'épaisseur méme de
la planchette, et d’autre part elle peut étre conservée ainsi
parfaitement & I'abri de la poussitre.

Lorsqu'on veut étudier la préparation, on la place sur la
platine du microscope exactement dans la posilion que nous
venons de dire, ¢'est-d-dire la coupe étant tournée en has, et
on observe cette derniére & travers la lamelle,

L’épaisseur de celle-ci étant trés faible, et la coupe reposant
directement sur elle, parce qu'elle a été entrainée par son
propre poids au moment ot on a mis le baume (la lamelle
¢tait placée & ce moment en sens inverse), on peut employer
de tres forts grossissements el des systémes i immersion.,

3° Imprégnation au chlorure d’or. — Le chlorure d'or en
solution aqueuse a la propriété de se réduire sur certains élé-
ments anatomiques qu'il colore en violet foneé, el il a été, &
cause de cette propriéié, beaucoup employé en histologie. Cette
réduction se fait particulierement sur les fines terminaisons
nerveuses, mais elle a lieu aussi sur les cellules du tissu con-
jonctif, les fibres musculaires lisses et strides et accidentelle-
ment sur la plupart des éléments. Il faut done se rappeler
que 'imprégnation par 'or ne se fait pas uniquement el seu-
lement sur les nerfs; et qu'elle ne constitue pas une caracteé-
ristique exclusive pour le systéme nerveux.

Mode d’emploi. — On emploie habituellement la solution
a1 p. 100 dans l'eau distillée, C'est un liquide clair, jaune
citrin. Les fragments de tissus & imprégner, découpés de
maniére a offrir un petit volume, sont placés pendant cing a dix
minutes dans le jus de citron fraichement exprimé et filtré,
dont I'action favorise la réduction ultérieure du sel d’'or — les

b, gl
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acides faibles ont en effet cette propriété —. On les lave ensuite
rapidement a 1'eau distillée et on les place pendant dix, vingl,
trente minutes ou méme une heure dans la solution &
i p. 100 de chlorure dor. On les retire de cette derniére et on
les lave de nouveau a l'eau distillée pour enlever l'excis du
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Fig. 45
Imprégnation au chlorure d'or (plagque motrice des muscles
intercostaux duo lézard gris).

Stiassnie, ocul. 2, objecl. 3.

sel non fixé sur le tissu, puis on les porte dans un flacon con-
tenant de I'eau distillée, acétifiée par & goultes d'acide acéti-
que cristallisable pour 100 grammes d’eau, ou mieux dans une
solution d'acide formique au quart. On laisse le flacon & la
lumiére diffuse. Au bout de vingt-quatre a quarante-huit
heures la réduction est opérée, ce que I'on reconnait & la
teinte violelle du fragment. On passe ce dernier dans alcool
a 90° qui achéve la fixation, et on fail ensuile les préparations
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définitives soit par dissocialion, soit par coupes, ainsi qu'on le
verra plus loin,

La réduction du sel dor s'opére d'une maniére trés irrégu-
liere, et il n'est pas rare de voir & coté de fragments bien
réussis, d'autres, du méme organe, trailés simullanément de
la méme facon et qui ne présentent pas trace de réduction. Il
ne faut done pas se décourager el recommencer souvent I'opé-
ration pour étre sir davoir quelques résultats.,

Peul-élre est-ce & cause de linsucces fréquent de cetle
méthode que le chlorure d'or eéde peu d peu le terrain devant
les injections vitales de bleu de méthyléne (voy. plus loin) et
devant la méthode de Golgi, qui répondent & peu prés aux
memes indications que luai.

§ 11. — DissociaTioN

La dissociation est une méthode fort employée en histologie
el qui consiste i séparer les uns des autres, par des moyens
mecaniques (tractions a Faide dlaiguilles, ete.), les éléments
analomiques gui composent un tissu ou un organe. Pour
que la dissociation puisse se faire sans entrainer la destruction
irrémédiable des parties, il faut que celles-ci aient été préala-
blement fixées. Aussi, saul une exception dont nous parlerons
plus loin (la potasse), tous les réactifs qui servent a préparer
la dissociation sont des fixateurs. A la vérité ce sonl des fixa-
teurs faibles, des solutions diluées des fixateurs ordinaires, qui
paraissent en méme temps donner une certaine consistance
aux cellules elles-mémes et dissoudre plus ou moins les subs-
tances qui les unissent les unes aux aulres, et qui en toul cas
facilitent la séparation des cellules. Pour obtenir cet effet, il
importe de régler la proportion entre la quantité de liquide
dissociateur employé el la grosseur de I'objet. Si 'on met en
effet de tout petits fragments d'un tissu dans une quantité
considérable de liquide, on les durcira aulieu de les dissocier.

Les principaux ligquides dissociateurs sont I'alcool au tiers,
le sérum iodé, les solutions chromiques tres faibles, la potasse
i 40 p. 100, I'acide azotique, ele,
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1° Alcool au tiers. — Introduil dans la technique par
Raxvier. C'est un réactif excellent que l'on prépare de la
manieére suivante : 4 un volume d'alecool i 90° on ajoute deux
volumes d'eau distillée. 1l fant mesurer dans des vases distinets
les volumes d'eau et d’alcool, car au moment du mélange il y
a conlraction de la masse, et si F'on faisait le mélange dans
une méme ¢prouvelte graduée, de facon & obtenir un volume
triple du premier volume d’aleool, par exemple, les proportions
ne seraient plus les mémes,

I’alcool au tiers est un excellent dissociateur pour les élé-
ments épithéliaux, les cellules glandulaires, les muscles stries,
ele. Des fragments de tissus on d'organes frais sont placés
dans 20 ou 30 fois leur volume d'alcool au tiers, on on les
laisse séjourner de vingt-quatre & quarante-huit heures. Au
‘bout de ce temps on les lave & Peaun et on les dissocie aisémenl
avec des aiguilles ou avec le diapason, ainsi qu'il sera dit plus
loin. Pour la coloration et le montage des préparations faites
par dissocialion, voir troisicme partie,

20 Sérum iodé. — Le sérum ioddé, introduit par Max Scnvirze,
a elé tres employé comme liquide dissociateur ou méme
comme liquide indifférent pour l'examen d’éléments frais. On
le prépare aingi @ on recueille eau de Famnios d'un emhbryon
de ruminant pris & Pabaltoir. La béte doit provient ['em-
bryon doit étre fraichement tuée et le liquide amniotique
doit élre parfaitement limpide et d'un jaune citrin. On ajoule
au liquide des paillettes d'iode, et on agite le flacon fréquem-
ment, en le retournant de maniere a dissoudre parfaitement
le métalloide. On ajoute dailleurs de iode tant qu'il sen
dissout et on oblient ainsi un sérum fortement iodé qui se
conserve bien.

C'est un réactif excellent pour permettre la dissociation des
cellules épidermiques, glandulaires, ete.

Voici son mode d'emploi @ Mettre un petit fragment (un
demi-centimétre cube environ) dans un flacon bien bouché,
avec & i H centimétres cubes de sérum. L'objel peut étre dis-
socié des le lendemain, mais si & ce moment il n'a pas encore
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suflisamment macéré, le laisser dans la méme solution pen-
dant plusieurs jours, méme des semaines, en ayant soin tou-
tefois d'ajouter an liquide qui se décolore, en eédant son iode
au tissu, quelques goultes de sérum fortement iodé chaque
fois que cela devient nécessaire ; faule de ce soin la putréfac-
tion apparaitrait,

Lorsqu'on juge l'action du réactif suflisante, on porte la
piece sur une lame de verre dans du sérum faiblement iodé,
on la dissocie avec des aiguilles ou suivant tout autre procédé
mdaécanique (raclage, ete.) indiqué par sa nature méme, on
recouvre d'une lamelle et on observe,

3° Acide chromique faible. — En solution treés élendue,
2 4 3 p. 10000, 'acide chromique donne de bons résultats
pour la dissociation des éléments du systéme nerveux cen-
tral.

De méme le bichromate de potasse a 1 p. 1000 peut étre
employe.

Apres ces réactifs on lave i l'eau, et on dissocie soit dans de
I'ean, soit dans de la glyeérine diluée.

4° Acide azotique. — L’acide azolique qui, en solutions de
divers titres, a été employé comme fixateur, peul aussi servir
comme dissociant & la dose de 20 p. 100. Pour son emploi,
(vov. p. 306).

5° Potasse a 40. — La potasse en solution a 40 p. 100
possede la propriéte remardquable de dissoudre la substance
unissante de certains éléments anatomiques sans altérer trop
sensiblement la forme de ces derniers,

Ainsi, un fragment de muscle cardiaque, placé dans un verre
de montre renfermant une certaine quantité de la solution de
potasse &4 40, se résout en une sorte de poussiere fine, consti-
tuée par les segments musculaires séparés les uns des autres,
On prend avec une pipette un peu de celte poussiere, on la
porte sur une lame de verre, on recouvre d'une lamelle et on
peut voir les segments avec leur forme irréguliére.

LR
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De méme la solution de potasse mise en contact avec une
lame mince de tissu conjonetif dissoudra toute la substance de
ce dernier, sauf les fibres élastiques qui restent seules et sont
par la admirablement mises en évidence,

Employée 4 un titre inférieur i celui que nous indiquons,
par exemple & 20 p. 100 et au-dessous, la potasse dissout
non seulement les ciments, mais encore les corps cellu-
laires.

La dissociation par la potasse, trés facile et trés rapide, ne
donne qu'un moyen d'élude imparfait et qu'il importe de
compléter par les autres procédés sus-indiqués,

6° Dissociation mécanique. — Lorsque les tissus ont été
traités par I'un des réactifs indiqués ci-dessus, il est aisé de les
dissocier en leurs ¢léments constitulifs a I'aide de divers pro-
cédés mécaniques, ,

L'un des plus simples consiste & se servir des aiguilles spé-
ciales dont il a été parlé page 42. Veul-on par exemple disso-
cierun tissu forméde fibres, tel quun nerf ou un muscle, apres
I'avoir reliré du liquide dissociateur,-on le porle sur une
lame de verre et on le recouvre d'une goutle d'eau, de matiére
colorante ou de glycérine, suivant que 'on désirera faire la
dissociation dans ['un ou dans I'autre de ces liquides, ainsi que
cela est indiqué dans la partie spéciale., On applique alors
deux aiguilles tenues chacune dans une main i 'une des
extrémités du fragment de musele ou de nerf, puis on les
d¢carte I'une de l'autre, séparant ce fragment en deux par-
ties. On recommence sur chacune de celles-ci, et on conli-
nue ainsi de maniére a les diviser en fibres de plus en plus
fines. Il faul avoir soin d’appliquer toujours les aiguilles sur la
méme extrémilé desfibres afin de ne pas multiplier sur toute la
longueur de celles-ci les cassures ou les déchirures qu’elles
peuvent produire.

De méme, en agissant avee précaution i Paide des aiguilles
sur un fragment d’épithélium, on arrive a le dissocier aisément,
Mais dans ce cas, comme le Llissu est formé d'éléments non
fibrillaires, et ne risquant pas par suite de s'embrouiller les
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uns dans les autres, on peut aussi obtenir une bonne dissocia-
tion en secouant fortement la picce dans un tube i essai bou-
ché el renfermant un peu d'eau.

Bovier-Larierre a proposé pour ces cas un moven de disso-
ciation tres commode et tres efficace. On prend un diapason
donnant 100 vibrations & la seconde, et disposé horizontale-
ment, Sur 'une des branches on fixe avec de la cire un pelil
fube @ essai contenant un fragment du tissu & dissocier
plongé dans de 'eau. Al'aide d'un électro-aimant aclionné par
une pile, on fait vibrer le diapason pendant tout le temps
nécessaire 4 la dissociation. Le liquide mis en mouvement
entre en une sorte d'é¢bullition et le fragment de lissu cons-
tamment agilé par ce mouvement se dissocie d'une maniére
parfaite. Pour plus de détails sur le dispositif de cet appareil,
voyez Bovier-Lapierre : [)'un nowveau maode de dissocialion, ele.
Comptes rendus Sociélé de Biologie, 1888, p. 797.)

CHAPITRE 111

COUPES HISTOLOGIQULES

Pour é¢tudier les organes ou les Lissus il est indispensable de
faire dans leur épaisseur des coupes minees qui, examinées au
microscope, nous révélent leur structure. Précieuses dans tous
les cas, les coupes sonl parfois le seul moyen d'étude que 'on
possede, lorsqu'il s'agit d'organes que l'on ne peut dissocier
ou disséquer, telsque le cervean; aussi leur importance est-elle
grande en histologie. Recueillies en séries continues, les coupes
ont permis d'étudier d'une maniére compléte la structure
d’animaux tout petits ou d’embryons trés jeunes dont la dis-
section était impossible ou ne donnait que des résullats (rés
imparfails.

Pour faire des coupes histologiques il faut toul d’abord dureiv
convenablement les parties dans lesquelles on fera ensuite des
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seclions a 'awde d'un rasoir soil tenu a la main, soit fixé dans
un microtome,

ARTICLE PREMIER

DURCISSEMENT, INCLUSIONS

Il ¥ a plusieurs moyens de donner aux picces la dureté
necessaire. Les principaux sont: 19 le durcissement simple
obtenu par I'aclion des réaclils ou de la gomme ; 2° Iinelu-
sion a la paraffine; 3° I'inclusion au collodion. Enfin, 4 on
peut encore signaler, i ce propos, la congélation,

§ |. — DURCISSEMENT SIMPLE

Ce mode de durcissement, le seul employé aulrefois, peut
encore rendre des services., Il comporte divers procédés qui
sont : 12 le durcissement par les réactifs fixateurs; 2° le durcis-
sement par la gomme et Ialcool,

1° Durcissement par les réactifs fixateurs. — Nous avons
déji fait remarquer que la plupart des fixateurs durcissent les
picces qui leur sont soumises. Quelques-uns méme ont une
action durcissante tres marquée, tels sont laleool, Tacide
chromique et ses composes (liquide de Flemming), le formol,
le bichromate de polasse, ete. Apres leur fixation dans ces
réactifs, les pieees offrent en géndéral une dureté assez grande
pour que I'on puisse y pratiquer des seclions mineces en s'ai-
dant dun rasoir bien tranchant. Dans la pratique histologique
courante on ne se contente pas de celte action des réaclifs et on
la compléte par d'autres moyens. Cependant il faut savoir que
Fon peut parfaitement couper des organes apres le simple
durcissement qui accompagne la fixation par les réactifs ei-
dessus mentionnés, el les coupes ainsi faites offrent en général
Favantage de présenter une structure plus vraie, moins défor-
meée que celles faites aprés emploi d'une technigque compli-

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. f)
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quée. L'exemple suivant appuyé par les figures &6 el 47 le
montrera : On fixe i la liqueur de Flemming la patte dun
foetus de cobave; apres fixation on partage la patte en deux
moiliés droite el gauche dans 'une desquelles on fait immé-
diatement des coupes avee un rasoir mouillé d'alcool (voy.

Cartilage d'ossilication coupé sans inclusion prealable, (patte
de foetus de cobaye fixée au liquide de Flemming .

¢, cellules earlilagineuses, — te, traviées direclrices. — ¢, globules rouges. Sliassnie,
ocul, 2, ohject, 6,

plus loin). Dans ces coupes les cellules cartilagineuses volumi-
neuses qui sont voisines de la ligne d'ossification sont bien
conserveées, leur proloplasma remplil & peu prés exaclemend
leur capsule, tandis que dans les coupes de 'aulre moitié
faites apres inclusion & la paraffine, le corps de ces cellules
est rétracté autour du noyau, et laisse vide la plus grande partie
de la capsule. Il est bien entendu que les inclusions i la parafline
ne produisent pas loujours des déformations aussi marqueées,
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surtout si elles sont faites avec grand soin; néanmoins il n'est
pas douteux que dans nombre de cas on aurail gagné & com-
parer des coupes failes apres le simple durcissement des réac-
tifs & celles faites aprés des inclusions & la paraftine ; 'on
aurait pu se rendre compte ainsi combien cerlaines prépara-

Fig. 47.

Meme piece, coupe faite aprés inclusion a la paraffine.

¢, cellules carlilagineus:s. — g, globules rougns. — ¢, travées directrices. Sliassnie,
ocul. 2, object, 6.

tions s'¢loignent de la structure réelle de l'organe dont elles
proviennent,

l.e durcissement donné par les réactifs tixateurs suflit pour
permettre de faire rapidement queliques coupes dans un tissu
ou dans un organe donné. Veut-on par exemple se rendre
compte si une piece est bien fixée et intéressante, an lieu de
perdre du temps et des réaclifs & l'inclure, on peut en se ser-

‘vant simplement d’un rasoir el & main levée (voy. plus loin) faire
‘quelques coupes, et I'on sait immédiatement & quoi s’en tenir.
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2¢ Durcissement par la gomme et 'alcool. — Le durcis-
sement obtenu par la seule action des fixateurs n’est pas suffi-
sant, sauf de rares exceptions, pour permeltre de faire d'une
maniere réculicre des coupes tres minces et triss étendues,
surtout =i 'objet n’a pas une structure homogéne et présente
des parties de dureté différente. Aussi a-t-on imaginé depuis
longtemps un mode de durcissement qui remédie a4 ces incon-
vénients, c’est le dureissement par la gomme et alcool.

On prépare une solution tres sirupeuse de gomme arabique
dans de 'eau chaude, on 'étend avee une quantité de glycé-
rine suflisante (environ 1/3 du volume) pour lui donner une
fluidité moitié plus grande, — la solution prise au bout d'un
agitatenr doil tomber goulte & goutte sans liler — ; on filtre sur
une flanelle tine treés propre, et on conserve dans des flacons
houchés au litge. Quelques eristaux de camphre ajoulés i cette
solution permettent de la garder en bon état pendant des mois,

Lorsqu'on veul s'en servir, on en verse dans une boite de
verre la quantité suflisante pour recouvrir la picce. Cette
quantité ne peut servir quune ou deux fois ; au bout de ce
temps il faul la jeter. Deux cas peuvent se présenter : 1° la
picce sort de I'eau ; 20 elle sort de 'alcool,

a. Gommage d'une piéee sortanl de leau. — 11 s'agit par
exemple d'une picce fixée par le liquide de Flemming ou par
la liqueur de Miller, et qui vient, ainsi qu'il a été recom-
mandé, d'étre soigneusement lavée & 'eau. On la met dans une
hoite de verre, de dimensions appropriées el remplie de lasolu-
tion de gomme glycérinée. Au bout de douze & vingt-quatre
heures, la picce est entierement pénétrée par la gomme; on
la retive avec des pinces, on la laisse un peu égouller et on la
suspend dans de Falcool & 90°. Ce dernier coagule la gomme
et donne & toule la piece une durelé suflisante, son aclion est
produite au boul de vingt-qualre ou quarante-huit heures au
plus tard ; ou peut dés ce moment faire les coupes ou laisser
encore la piece dans Ialcool pour la couper ultérieurement.

b. Gommage d'une picce sortant de l'aleool. — Dans ce cas il
convient d’hvdrater la piece avant de la passer dans la gomme,
sans cela aleool qu'elle renferme précipiterait la gomme & sa
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périphérie en y formant une croute isolante qui empécherait
la pénétration de la pitce. Pour hydrater celle dernicre, on la
plonge dans une solution aqueuse saturée dacide picrique,
qui se substitue & l'aleool dans I'épaisseur de la picce, sans
sonfler cette derniére, comme pourrait le faire de Peau par
exemple. Au bout de douze heures on relire de Facide picrique
le fragment que I'on veut gommer, on le plonge dans la solution
de gomme qui le péndtre parfailement, et apres douze i vingl-
quatre heures on le porte dans I'alcool & 90°. Le durcissement
s‘opire alors tees régulicrement comme dans le cas précédent.

Tres employé il y a quelques années, le durcissement par la
gomme est bien abandonné aujourd’hui, et presque démodé ;
il peut cependant rendre des services, par exemple dans cer-
tains cas indiqués dans la deuxieme et la troisicme partie de

ce livree.
§ 9. — INCLUSIONS A LA PARAFFINE

Les inclusions consistent dans I'imbibition des objets par une
substance qui devient ensuite assez dure pour se préter aiseé-
ment i la confection de coupes minces. Une des meilleures
substances d'inclusion est la parafline.

- 41° Manieére de faire les inclusions. — On a vu que la
parafline, fusible & une température peu élevée est soluble
dans le chloroforme, la benzine, le xylol et les huiles essen-
tielles. Lorsqu’ils ont é1é imprégnés par un de ces dissolvants,
les objets se laissent pénétrer par la parafline en fusion qui
s’y incorpore et forme avec eux, lorsquelle est refroidie, un
bloc qui se laisse couper comme s'il était constitué par de la
parafline seule, et que 'on peut débiter en tranches (rés
minces, de un i quelques o d'épaisseur.

Toutes choses égales d'ailleurs, les coupes se font d'autant
mieux gue la parafline a une dureté moyenne, ni trop grande
ni trop laible. Avec une parafline trop dure les coupes se
brisent, avec une trop molle elles se plissent et s'éerasent sur
elles-mémes. Dautre part, le degré de fusibilité de la parafline



I 34 METHODES GENERALES

élant peu ¢levé, sa durelé varie avec la température ambiante ;
aussi pour avoir une substance d'une bonne consislance en
toute saison, est-on obligé de faire des mélanges de paraffine
molle et de parafline dure en proportion variable suivant le
moment de l'année. En hiver et dans une salle peu chauffée on
peut se servir d'un mélange a parties égales de paraftine molle
et de paraftine dure, en été il faut employer de la parafline
dure pure. Chacun arrivera par la pratique & composer ses
mélanges d'une maniere convenable.

Pour inclure une pitce dans la paraffine, il faut avant tout
qu'elle soit parfaitement déshydratée, ce qui s’obtient par un
s¢jour de quelques heures dans de l'alcool absolu, renouvelé
au besoin une ou deux fois si la piéce est grosse. — Il est en-
lendu que celle derni¢re, avant d'étre mise dans I'alcool absolu,
a séjourné vingt-quatre heures au moins dans de 'alcool & 90°,
Une déshydratation parfaite est nécessaire parce que les dissol-
vants de la parafline que l'on doit employer maintenant ne
sont miscibles qu'avee de I'alcool parfaitement absolu, et s'il
restait dans la picee la moindre trace d’eau, ils ne pourraient
pas la pénétrer et I'imprégner convenablement de maniére i
permettre la pénélration ultérieure de la parafline.

La déshydratation achevée, il faut imkiber la piéce par un
dissolvant de la paraffine (xylol, tolutne, essence de berga-
mote, essence de cédre, chloroforme). Tous ces dissolvants
ont leurs avantages et leurs inconvénients, leur emploi sera
indiqué ultérieurement; dans la pratique courante on emploie
le xylol.

Quel que soit le dissolvant choisi, il faut éviter d’y por-
ter directement I'objet au sortir de l'alcool, parce qu'il se
produit des courants de diffusion énergiques qui peuvenl dis
loquer certains éléments délicats. Aussi pour ménager la
pitce, on emploie la méthode des mélanges ou celle de I'imbi-
bition lente,

La méthode des mélanges consiste & méler de 'alcool absolu
avee le dissolvant choisi, dans diverses proportions. Par exem-
ple, on mettra d’abord 1/4 de volume de xylol et 3/4 d’alcool
absolu, puis 1/2 ou 3% de xylol, et apres avoir fait passer la
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piece dans ces différents mélanges, on la porlera dans du xvlol
pur. Le temps pendant lequel on doit laisser séjourner la
pitce dans ces différents liquides sera indiqué plus loin,

La méthode de I'imbibition lente se pratique de la maniere
suivante : on met dans un flacon bas un peu d’alcool absolu
contenant la pitce que l'on veul pénétrer, puis aveec une
pipette on fait arriver avec ménagement sur le fond du flacon
du chloroforme ou de l'essence de cédre. Ces liquides, plus
lourds que T'alcool, restent au fond du flacon el soulévent
Falcool en méme temps que la piéee gui repose sur le plan
de séparation des deux liguidés. La, placée dans une couche
ot la diffusion se fait lentement, elle simbibe peu & peu el
gradueliement de 'essence de cedre ou du chloroforme, et
elle tinit par tomber au fond du vase. Avec une pipelle on
enleéve alors I'alcool qui surnage, puis on fransporle la piece
dans le dissolvant choisi pur, on elle achéve de se pénélrer
de ce liquide.

Il est bon de connaitre ces deux modes de (raitement des
pitces, pour g'en servir dans U'inclusion de certains objets déli-
cals, toutefois dans la pratique ordinaire on peut employer
non plus des mélanges gradués, mais simplement un mélange
a parlies égales de xylol et d’alcool absolu. C'est ce mélange
qui sera indiqué dans le tableau récapitulatif des opérations
nécessaires pour faire une inclusion.

La pénétration d'un objet par un dissolvant de la paraffine
exige un laps de temps qui varie beaucoup suivanl la nature
de Fobjet el celle du dissolvant lui-méme. Nous ne pouvons
ici lixer de régles précises. D'une maniere générale on recon-
nait que la péndétration est achevée lorsque la picce tombe an
fond duvase (sauf pour le chloroforme, trés lourd, et dans lequel
beaucoup de piéces ne s'enfoncent pas) ou bien alors qu'elle
est devenue transparente ou tout au moins I(ranslucide. 1l
faut ensuite procéder a I'imbibition de la pitce par la paraf-
fine. Cest un temps trés délicat de Tinclusion, qui demande
a étre fait avec grand soin si 'on veul réussir. On porte
d'abord la pitce au sorlic du xylol dans un mélange a par-
ties égales de paraffine molle et de xylol. Ce mélange est
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liquide & la température ordinaire des laboratoires (15-200),
La pi¢ce que 'on y plonge y restera plus ou moins longtemps
suivant sa grosseur, puis on la portera dans de la paraflfine
molle, pure, fondue, maintenue dans une étuve réglée exacte-
ment a la température de son point de fusion. Celte paralfine
est placée dans des boiles de verre, ou dans de petits godels
en meétal que F'on met sur les rayons de I'étuve. On a soin de
remuer la piece déposée dans ce bain, en se servant d'une
spatule conforme & celle qui est représentée figure 28; cela
favorise la pénétration de la paraffine. La durée du bain de
parafline en fusion varie d'un quart d’heure & six heures, sui-
vant la grosseur de la pi¢ee el sa pénétrabilité; chacun appren-
dra par la pratique le temps nécessaire dans les différents cas;
il faut toujours se rappeler quil est inutile sinon nuisible de
prolonger au deld du strict nécessaire le temps consacré i
celle opération.

Lorsqu'on juge la pi¢ce bien imbibée de paraffine molle, on
la porte dans un bain de paraffine dure, ou du mélange de
paraffine molle et dure choisi pour faire les coupes, el main-
tenu en fusion dans une étuve dont la température ne doit
jamais dépasser 60° et peut méme élre en dessous de ce chiffre
si le mélange choisi fond & une température moindre. La, elle
se pénétre de cette paraffine dure qui se substitue peu a peu i
la paraffine molle qui 'imprégnait. Si I'on voulait attendre
une pénétration absolument compléte et parlaite de la pieéce
par la paraffine dure, il faudrait la laisser dans le bain aussi
longtemps qu'on I'a laissée dans la paraffine molle, mais cela
n’'est pas nécessaire, el apres un temps assez court la paraffine
dure a suffisamment imprégné I'objet pour persetire de belles
coupes, et comme 'action prolongée de la chaleur est nuisible
a la bonne conservation des éléments, il vaut mieux abréger
ce temps de l'opération. Pour un objet de tres petit volume,
on peut se contenter de le laisser dix minutes & un quart
d’heure dans la paraftine dure, un objet volumineux n’a pas
besoin d'y séjourner plus de quatre heures, et souvent il suf-
tit de deux heures au maximum. Au bout de ce temps, on
peut faire l'inclusion, c'est-d-dire couler dans un moule &
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la fois la paraffine dure et la pi¢ce. Le moule dont on se serl
consiste en un cadre métallique formé de deux moitiés et que
I'on place sur une lame de verre. Pour pouvoir orienter les
pitces on peul mettre sur un photophore (comme l'indigque la
figure 48) la lame en verre qui forme le fond du cadre, la
lumicre arrivant en dessous éclaire bien 'objet. Lorsque le
moule établi aux dimensions que 'on a choisies est placé sur
un photophore a portée de I'étuve renfermant la paraffine en

Fig. 48.
Moule a paraffine préparé sur un photophore pour une inclusion.

fusion, on y verse la paraffine et ony place la pitee & inclure. En
se servant de la spatule ou d'aiguilles chauflées, 'on oriente celte
derniere par rapporl aux faces du moule, de maniere & pouvoir
faire les coupes dans le sens que 1'on désire. Il importe abso-
lument que la pi¢ee plonge entiérement dans la paralfine et
soit partoul recouverle d'une couche assez épaisse de cette der-
nitére. Si la paraffine est un peu dure et par suite se prend trés
vile, on peut pour éviter cette prise rapide qui géne l'orienta-
tion des picces, en ne laissant pas le temps nécessaire pour la
mener & bien, chauffer légérement le moule, ce qui retarvde la
prise de la parafline et laisse du temps pour placer la picce
dans la position convenable. Dés que la paraffine s'est solidi-
fiée et que la piece suffisamment maintenue ne peut plus étre
dérangée par les mouvements imprimés au moule, on porle
dans de l'eau froide ce dernier, avec la lame de verre sur
laquelle il repose, en ayant soin que 'eau n'atleigne pas sa
face supérieure ouverte, avant une solidification parfaite de
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la paraftine. Sans cela I'eau pourrait former des caviltés ou
des bulles au sein de la paraffine encore molle. Au bout d'un
séjour d'un quart d’heure ou d'une demi-heure dans I'eau, la
paraftine est parfaitement durcie, et 'on peut démouler le bloe
contenant la piece sans crainte de le déformer. 11 suffit pour
cela d'éearter les pieces de fer qui constiluent le moule. Le
bloe de paraffine est deés lors prét & étre coupé, el on peut
immédiatement le monter dans le microtome. Si 'on ne veul
pas ou si I'on ne peut pas le couper immédiatement, il est bon
de envelopper dans une feuille de papier blane sur laguelle
on écrit toutes les indications nécessaires se rapportant a la
pitce incluse, puis les bloes ainsi étiquetés peuvent élre con-
serveés dans un {lacon & large goulot. Un éliquelage soigneux
des pitces ainsi conservées esl absolument indispensable pour
éviter des erreurs souvent tres désagréables,

2" Avantages et inconvénients des inclusions a la paraf-
fine, précautions a prendre. — Les avantages des inclusions
a la paraffine sont considérables. C'est grdce i celte méthode
d'inclusion que la confection de coupes en séries ininter-
rompues est devenue facile, et chacun sait les services que
I'étude de ces séries a rendus a 'embryologie. Liinclusion i
la paraffine permet seule jusqu'a présent de faire des coupes
lrés minces et réguliéres. On peul en effel obtenir des coupes
d'un millitme de millimétre d’épaisseur, ce qui est indispen-
sable pour les études eytologiques. Enfin elle a mis & la portée
de tous le moyen de faire des coupes fines d'une certaine
é¢tendue en un temps trés court, el avec une sireté absolue,
C'est 1a un avantage trés grand ef qui a beancoup eoniribué a
la diffusion des recherches histologiques.

Mallieureusement cette méthode a aussi quelques inconve-
nients. Si loutes les précautions n'ont pas élé prises pendant
la fixation, la déshydratation, I'imbibition par un dissolvant
de la paraffine et enfin dans le cours de l'inclusion propre-
ment dite, et nolamment si 'on a laissé trop longtemps la
pitce dans le bain de paraffine a 55-60°, les tissus sont plus
ou moins ratatinés, les cellules sépardes les unes des aulres
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et les rapports des parties modifiés ou détruils comme le
montre l'exemple du cartilage (fig. 47).

On sait du reste que l'inclusion & la paraffine détrnit I'élas-
ticité des tissus. Un élément anatomique place dans la gly-
cérine pure se ratatine, mais si action de la glyeérine a éLé
ménagée graduellement de facon & ne pas amener de rup-
ture, il revient ensuite & son élat primitif, parce que son ¢las-
ticité n'a pas été abolie, Avec la paraffine il n'en est plus de
méme (voy., Frreations, p. 106).

En dehors de ce point, il est assez difficile d'¢établir quelle
part peuvenl avoir dans celle altération des tissus les diffé-
rentes manipulations nécessitées par l'inclusion, ou encore les
hydratations el les déshydratations successives par lesquelles
les coupes passeront avant détre définitivement monltées (voy,
plus loin), mais il est incontestable qu'on ne saurait donner
trop de soin a la préparation des inclusions.

A ce propos nous signalerons les points suivants :

a. Influence du fivateur. — Tous les fixateurs ne permet-
tent pas également bien linclusion dans la paraffine. Ainsi
'acide osmique employé seul, qui fixe trés bien les lissus, ne
leur donne pas une résistance suffisante pour supporter sans
dommage ce mode d'inclusion. L'exemple suivant le mon-
trera : un ganglion de Gasser du mouton est lixé par une
injection interstitielle d'acide osmique & 2 p. 100 (RaxviEr).
Les cellules sont admirablement conservées, comme on peult
s'en rendre compte en les dissociant partiellement dans 'eau,
mais si 'on inclut dans la paraffine le reste de ce méme gan-
glion, en prenant d’ailleurs toutes les précautions nécessaires,
on voit que les cellules ont perdu leur forme globuleuse, sont
revenues sur elles-mémes et se sont inégalement rétractées
dans leur enveloppe endothéliale en prenant une forme étoi-
lée irréguliére. Nous avons done ici un exemple trés net d'al-
lérations produites au cours de 'inclusion. Mais si, au lieu de
fixer le ganglion par I'acide osmique, on emploie pour cela le
liquide de Flemming, on obtient de bien meilleurs résultats et
les cellules sont beaucoup mieux conservées. 1l semble que
Facide chromique de ce dernier réactif, en se combinant avec
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les éléments anatomiques, leur ait communigqué une résis-
tance plus grande & Paction déformante des manipulations
exigées par I'inclusion. Le choix d'un fixateur n'est done pas
indifférent lorsqu’on veut ultérieurement inclure les picces i
la paraffine. La liqueur de Flemming m’a paru constiluer sous
ce rapport un fixateur de choix. Il fant tenir compte aussi de
la valeur de la fixation elle-méme, et quel que soit le fixaleur
choisi, une picce supporte d'autant mieux I'inclusion qu’elle a
été mieux fixée,

b. Influence de la pénétration des piéces par la paraffine. —
Il arrive parfois que, faute d'une déshydratation suffisante ou
d'une bonne imbibition par le xylol ou par un dissolvant quel-
conque de la paraffine, cette derniére ne pénetre pas l'objet.
Dans ce cas les coupes sont impossibles, la piéce se détache
du bloe de parafline qui l'entoure, revient sur elle-méme el
se plisse, mais il peut arriver aussi que la péndétration, toul
insuffisante qu'elle soit, permelte cependant de faire des
coupes, mauvaises du reste. Si on a alors la curiosité de
les monter et de les examiner, on voit qu’elles sont considé-
rablement détériorées, Or cette mauvaise pénétration de la
paraftine se rencontre quelquefois. Certains tissus présentent
une grande résistance & U'inclusion & la parafline. Rawirz cile
parmi eux le cartilage, I'os décalcifié, les faisceaux musculaires,
les revélements épidermiques; J'y ajouterai le tissu fibreux el
en parlticulier le derme cutané, 1l importe done, toules les
fois que T'on a affaire & une picéce contenant une certaine
quantité des tissus susnommés, de faire grande attention & sa
bonne pénétration par la paraftine. Pour cela on veillera & Ia
déshydrater complétement par alcool absolu, & la pénétrer
convenablement par le xylol et par la paraffine, ce qui est en
fin de compte une question de temps; il ne faut pas oublier
toutefois qu'un séjour trop prolongé dans le bain de paraffine
dure est nuisible aux bonnes conservations,

En somme, les précautions & prendre pour faire une bonne
inclusion consistent & bien fixer les objets, en choisissant pour
cela de préférence un fixateur trés durcissant, tel que le liquide
de Flemming, el & donner aux pieces une dimension convenable
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pour permellre une pénétration compléte el suffisamment
rapide, alin de ne pas étre obligé de les laisser trop longtemps
dans le bain de paraffine fondant & une température élevée.
Celle pénétration dépend du reste étroitement de la déshydra-
tation parfaite de I'objet et de son imbibition compléte par
un bon dissolvant de la paraffine,

Ci-dessous un tableau indiquant la marche d'une inclusion
el la durée de chacun de ses temps. 1l est inutile d'ajouter que
ces derniers chiffres n'ont rien d'absolu et qu'ils indiquent
simplement les limites dans lesquelles on peut se mouvoir,

de coldé,

Heures.

Heures.

Heures,
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3° Inclusions dans le vide. — Dans les cas ot on a affairve
a des pieces difficilement pénétrables, on peut recourir i l'in-
clusion dans le vide, ou mieux & basse pression. On se pro-
cure une petite cloche de verre a forte paroi et munie d'une
tubulure. On la place sur une plaque de verre rodée et garnie
de mastic si la fermeture n’est pas parfaite, on place sous
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cette cloche le vase renfermant la paraffine et on porte le
tout & I'étuve. Par la tubulure garnie d'un bouchon de caout=
chouc on fait le vide au moyen d'une bonne seringue ou méme
d'un aspirateur de Potain, des bulles s’échappent de la paral-
line el I'inclusion se fait assez rapidement.

- § 3. — INCLUSION AU COLLODION

Le collodion a eté introduit dans la technique histologique
par Mataias Dovar. Il fournit une bonne matiére & inclusion
qui possede des avantages particuliers el répond & quelques
indications spéciales. Scuierrerpecker lui a substitué la celloi-
dine qui est une sorte de collodion liveé sous forme de pla-
(ques ou de tablettes, et qui est acluellement trés employdée |
on peul néanmoins conserver le collodion pour les inclusions,
el voict comment on fait ces dernicres @ Les pieces, au sorlir
de Faleool absolu sont placées dans I'éther sulfurique pendant
quelques heures, vingt-quatre heures au maximum, puis on
les porte dans une solution étendue el tres fluide de eollodion
non riciné dans I'éther: on les y laisse vingt-quatre & quarante-
huit heures, puis on les fait passer dans une solution plus
épaisse de la méme substance ot elles restent vingt-quatre
heures ; entin on les met pendant quelques heures dans du
collodion tres sirupeux. C'est avec ce liquide que se fait 'in-
clusion. Pour cela on le verse avec la piece dans une boite en
papier de dimensions appropriées, on laisse le collodion se con-
centrer encore un peu par évaporalion, et on porte le tout
avec précaution dans du chloroforme. Le collodion s’y durcit
touten devenant tout i fait transparent Au bout de vingl-qualre
a quarante-huit heures, le bloc est suffisamment consistant
pour ¢tre coupé. Si I'on ne veul pas le meltre en coupes de
suile, on peut le conserver dans le chloroforme ou bien dans
de I'alcool a 80°.

1° Avantages et inconvénients des inclusions au collo-
dion. — Les inclusions au collodion ne permeltlent pas de
faire des coupes aussi minees que celles a la paraftine. En re-
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vanche elles permettent d’employer des pi¢ces de plus grandes
dimensions, que I'on ne pourrait pas inclure sans dommages
dans la paraffine, parce qu'il faudraitles laisser trop longtemps
dans le bain a4 55-60°; de plus, elles disloquent moins les
lissus que ne le font ces derniéres. Elles sont trés employées
pour I'étude du systéme nerveux. Elles ne se prétent pas faci-
lement comme les inclusions & la paraffine i la confection de
séries ininterrompues, cependant avec des précaulions on
peut faire des coupes sérices (voyez p. 161). Elle sonl tres
bonnes pour couper cerlains objels qui deviendraient trop
durs dans la parafline, tels que I'wil toul enlier donl le cris-
tallin prend dans celte subsiance une durelé freés génante
pour les coupes. Enfin le collodion maintient en place les par-
ties qui tendent a se séparer el i ce titre il sera employé avee
sucees dans les coupes de petits animaux dont les organes ne
restent pas toujours en place sur les coupes et peuvent tomber
hors des préparations lors des diverses manipulations que
subissent ces dernieres avant leur montage définitif,

Cette propriété est fort importante pour 'étude des animaux
de pelite taille ou des embryons, et dans cerlains cas ou les
organes mal reliés entre eux ont des tendances & ne pas resler
en place dans la coupe a laquelle ils apparctiennent, on emploie
avec succes la double inclusion au collodion et & la paraffine.

2° Inclusion au collodion et a la paraffine. — On com-
mence d'abord par faire linclusion de 'objet dans le collo-
dion. On porte ensuite la picce du chloroforme ou elle se
trouve dansle bain de paraftine molle ; le chloroforme étant
un dissolvant de la paraffine, cette derniére péneélre parfaite-
ment le collodion, et on fait I'inclusion comme sl s'agissait
dune inclusion ordinaire dans la paraffine. On obtient un bloc
de paraffine que l'on peut couper immédiatement.

§ 4. — CONGELATION

Il est encore un moyen de durcir sulfisamment les tissus
pour pouvoir y faire des coupes, c'est la congélation. On prend



ik METHODES GENERALES

un Lissu ou un organe frais qui vient d'étre enlevé, on l'en-
toure de fragments de moelle de sureau pour permetire
les coupes, et on projette sur lui le jet de chlorure d'éthyle
qui s’échappe dun tube de ce réactif préparé comme on les
lrouve dans le commerce. L'organe se durcit rapidement et
on peut v faire des coupes, Il est clair que les coupes doivent
etre faites immédiatement, et il faul méme faire agir le chlo-
rure d'éthyle & plusieurs reprises pendant tout le temps que
dure leur confection si 'on veut que la piéce conserve sa durelé,

Cette méthode n'est pas & recommander, elle fournit des
coupes de tissus non fixés et son emploi est restreint en his-
tologie i quelques cas tres particuliers. Elle peut étre employée
avec avantage lorsqu’il s’agit de faire rapidement un examen
d'une pietee anatomique. Ainsi un chirurgien enléve une
tumeur; avec le procédé de la congélation, on peut en faire
des coupes, les colorer el les examiner rapidement, de facon
a pouvoir donner un diagnostic avant que 'opérateur ait fini
ses sulures.

ARTICLE 11

COUPES

Lorsqu'une pitce a ¢té durcie, on peul y faire des coupes en
se servant de procédés trés variés. L'instrument tranchant est
loujours un rasoir, mais il peut étre tenu par la main méme
de l'opérateur ou bien porté par un microtome plus ou moins
compliqué. Nous étudierons : 1° la maniere de faire des coupes
avec un rasoir simplement tenu a la main, ou en saidant du
microtome de Ranvier; 2° 'emploi des microtomes automati-
ques apres inelusion & la paraltine; 3¢ I'emploi des microtomes
a plan incliné, apres inclusion & la gomme ou au collodion.

8 1. — COUPES A MAIN LEVEE OU AU MICROTOME DE RANVIER

Ces coupes peuvent se faire avec des rasoirs de tous les
modéles et méme les rasoirs a barbe excavés sur leurs deux
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faces. On peut employer ce mode de section pour les pitces
durcies par lI'un quelconque des procédés indiqués plus
haut, mais dans la pratique on ne s'en serl que pour les
pitces durcies par les réactifs fixateurs, par la gomme et 'al-
cool ou par le collodion.

L'objet destiné & étre ainsi coupdé étant choisi, Nopérateur
place sur sa table de travail, & sa droite, une soucoupe pleine
d’alcool & 90° dans laquelle il plonge la piéce pendant les inter-
valles des coupes, a sa gauche un cristallisoir bas et large ou
mieux la moitié d'une boile de Pétri également pleine d’alcool
a 90°, Si la picce est assez grosse on peul la tenir simple-
ment avec les doigts de la main gauche; on prend le rasoir de
la main droite et on le trempe dans la soucoupe de droile de
maniere & mouiller la lame d'une couche dalcool qui doit
rester pendant que ['on fait la coupe. Tenant le rasoir bien
horizontalement, on fait une premieére section d'épaisseur
fquelconque, simplement pour aplanir la surface de la coupe.
Cela fait, et la lame du rasoir bien chargée d’alcool, on fait
une nouvelle coupe aussi mince que possible en tenant le
rasoir bien horizontalement et en le tirant de droite & gauche,
c'est-d-dire en coupant treés obliquement et jamais perpendi-
culairement. Ceci est de toule importance; un rasoir ne
coupe bien qu'a la condition d’agir un peu i la facon dune scie,
ou tout au moins d'une scie qui n‘aurait de mouvement que
dans un seul sens. Pour réaliser ce mouvement il faul com-
mencer la coupe par le talon du rasoir et 'achever par sa
pointe, en d’autrestermes utiliser, pour faire la coupe, toute la
longueur du tranchant.

La coupe ainsi faite nage dans l'alcool qui recouvre la lame
du rasoir et, doucement soulenue par le liquide, elle ne se
déchire nine se plisse point. Si elle est bonne, ¢est-i-dire suf-
fisamment mince et étendue on plonge le rasoir dans la boite
de Pétri renfermant de l'alcool, dans lequel la coupe se trouve
ainsi fransportée sans avoir eu & subir de dommages. Si elle
n'est pas bonne, on I'enléve avee le doigl et on recommence.
Il faut avoir bien soin que la lame du rasoir soit toujours cou-
verte d’alcool, et que la piece ne se desséche point. 11 est facile

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 10)
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d'y arriver en rempant fréquemment le rasoir dans la sou-
coupe de droite et en y plongeant aussi la picce lorsqu’il en
est besoin.

Parmi les coupes recueillies dans la boite de Pétri il y en a
de meilleures les unes que les autres. Pour les rechercher on
place la boite sur un fond noir si les coupes sont blanches
(apres fixation par Palcool par exemple) ou bien sur un fond
blane si les coupes sonl noires (fixation par lacide osmique),
et gridce & cela il est facile de distinguer les coupes les mieux
réussies. On ne garde que ces dernieres, les autres sont enle-
vées en se servant d'aiguilles & dissocier, et rejetées. Les
coupes failes par ce procédé el recueillies dans Talcool
subissent ultérieurement des traitements différents suivant la
nature du fixateur employé et la coloration que l'on désire
leur donner, nous y reviendrons plus loin.

1° Calage des piéces dans la moelle de sureau. — Si la
pitce est trop pelile pour étre tenue & la main, on la lixe
dans un cylindre de moelle de sureau en procédant de la
maniere suivante. On fend longitudinalement en deux moiliés
un cylindre de moelle en se servanl d'une scie d’horloger
fine ou d'une lime plale treés minee (un scalpel casserait iné-
galement le sureau), puis on pralique sur la face plane de
E]mquu moitié du eylindre une logette de forme et de dimen-
sions approprides a celles de la picce & couper, ou mieux un
peu plus petite. On place la pitce dans cette loge et on rap-
proche les deux moiliés du evlindre que lon peul réunir
I'une & lautre par quelques tours de fils non serrés, placés
en dessous de la piece. Celle dernicére est maintenue en place
par le sureau qui la presse de toules parts, et qui forme en
méme temps un eylindre facile & tenir dans la main gauche.
On coupe alors le tout, piece et sureau, du méme coup de
rasoir, en suivant exactement les régles indiquées ci-dessus.
Les minces lames de sureau, coupées en meéme lemps que
l'objet, flottent dans I'alcool & 90° dans lequel on recueille les
coupes, il est facile de les trier el de s'en débarrasser.

Pour faciliter 'exéculion des coupes & la main, RaxviEr a
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imaginé il y a longtemps déja son microtome décril page 30,

w

Dans ce microtome on place le cylindre de moelle contenant

la piece & couper, ou bien si
la pitce est grosse on se con-
lente de la caler avee des frag-
menls de moelle gqui 'entou-
rent completement el la main-
tiennent solidement au milien
de I'dme du microtome. On
coupe avec le rasoir a lame
plane mouillé d’alcool. Le pla-
teau du microtome guide la
lame du rasoir qui doit étre
étroilement appliquée sur lui.
La pitce une fois affranchie,
a Iaide de la vis placée a la
partie inférieure on peut faire
monter légérement la picce
el le sureau, on place alors la
lame plane du rasoir sur le
altagque la pitee toujours tres

Fig. 50.
Maniére de faire une coupe avee
microtome de Ranvier.

Calage d'une piéce dans la

moelle de sureau.

plateau du microtome el on
obliquement. On fait ainsi une

coupe d’épaisseur égale
a la dont la
piece a été soulevée par

hauteur

la vis, on donne un nou-
vean tour de vis el 'on
recommence aulant de
fois qu'il est nécessaire.

Pour
coupes,

fairve les
il importe de
ne pas appuyer sur la
table ou conlre son pro-
pre corps le bras gauche
(qui tient 'instrument,

bien

mais de le garder libre a quelque distance du corps, le micro-
tome élant tenu a peu pres a la hauteur de 'estomac. Le bras
ainsi indépendant de Lout point d’appui sadapte mieux aux
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mouvements de l'autre bras qui tient le rasoir el les coupes
se font plus régulicrement. Les coupes sont portées dans l'al-
cool en trempant dans ce dernier la lame du rasoir sur lequel
elles se trouvent. II est ulile de caler trés soigneusement la
pietce avec du sureau, pour éviler tout mouvement de latéra-
lité sous l'influence du rasoir; du reste le sureau se gonfle un
peu en s'imbibant d’alcool et maintient de mieux en mieux la
pitce.

Avec un peu d’habitude on arrive i faire avec le microtome
de Raxvier des coupes assez élendues, assez minces et assez
régulieres. 11 faut éviter de poser obliquement le rasoir sur le
plateau du microtome, comme si I'on voulait entamer ce
dernier, parce que l'on détériore beaucoup son tranchant.
Pour maintenir celui-ci en parfait état, il est recommandé de
passer fréquemment le rasoir sur le cuir pendant qu'on fait
les coupes.

Il est certaines pieces trés délicates qui souffriraient de la
compression méme légére exercée sur elles par la moelle de
sureau, telles sont par exemple la rétine, la muqueuse olfac-
tive, ete. Dans ce cas, pour maintenir la piéce on se sert soit
de I'enrobage a la cire et 'huile, soit de I'enrobage au collo-
dion,

2¢° Enrobage a la cire et l'huile. — On fait un mélange
de cire vierge et d’huile d'olive que l'on fond & un feu doux.
La quantité de chacune de ces substances est indiquée par le
degré de durelé que I'on exige de leur mélange et qui varie
nécessairement suivant les saisons. On creuse ensuite i la
partie supérieure d'un cylindre de moelle de sureau une
cavité de dimensions appropriées i celles de la pitce & enro-
ber. On la remplit d’alcool a 90° qui se répand d'ailleurs
bientot dans tout le cylindre de moelle. On prend alors la
piece, déposée jusque-li dans de l'alcool & 90° on la place
convenablement dans la cavité préparée pour la recevoir en
la maintenant avec de fines pinces, et on coule autour d'elle
le mélange fondu de cire el d’huile. Ce dernier se prend en
masse et soutient la piece qu’il renferme sans la comprimer.
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On porte dans le microtome de Ranvier le eylindre qui con-
tient l'enrobage, ou on se conlente de le tenir & la main et
I'on fait les coupes comme il a été dit plus haut. Une fois
celles-ci portées dans I'alcool, il estfacile de les débarrasser de
la cire qui les environne en se servant d'aiguilles i dissocier,

3° Enrobage au collodion. — Ce mode de contention des
picces peul élre employé dans les mémes cas que le précédent,
Il est encore préférable, lorsqu’on veut faire dans un objet
mince ou lamellaire comme liris par exemple, des coupes
tangentielles ou paralleéles & sa surface. Veul-on par exemple
faire des coupes paralléles i la surface d'un iris, sans l'inclure
dans la paralfine, on prend un bouchon de liege trés fin et
sans défauts on un cvlindre de moelle de sureau, on le
trempe dans Falcool & 90°, puis sur une de ses extrémités
ainsi préalablement imbibée d'alcool, on coule une mince
couche de collodion non riciné un peu épais, et sur laquelle
on place l'iris & plat. On recouvre ce dernier de nouvelles
couches de collodion qu'on laisse un peu évaporer; pour
eviter toul déplacement on fail couler quelques goutles de
chloroforme sur la surface collodionnée qui se prend en
masse, el on peul ensuite achever le durcissement en portant
le tout dans du chloroforme. Au boul d'une heure ou deux le
collodion est devenu solide et adhére parfaitement i son sup-
port, et on peut couper le tout soit & la main, soit au micro-
tome de Ranvier avec le rasoir mouillé d’alcool & 90°. Les
coupes sont recues dans lalcool & 90°, le collodion ne géne
pas pour leur élude. On pourrait d'ailleurs le dissoudre par
I'essence de girofle aprés déshydratation absolue de la pidce,

Les coupes obtenues par les moyens que nous venons de
décrire sont toujours recues dans de Palcool & 90°; au sortir
de ce liquide elles devront subir des traitements variables
suivant le mode de coloration que I'on voudra appliquer, et
qui seront indigqués & propos des colorations ; cependant les
coupes faites aprés durcissement & la gomme doivent avant
toute chose étre débarrassées de cette derniére, comme nous
allons l'indiquer,
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4" Dégommage et lavage des coupes durcies a la
gomme. — On choisit parmi les coupes recueillies dans
I'alcool les meillenres, les plus réguliéres; on les prend avee
une spatule large, on fait égoutter I'alcool qui reste sur la
spatule, el on transporte enfin la coupe dans un cristallisoir
plein d'ean froide ou mieux titde, 40° ce qui active 'opé-
ration.

Le transport des coupes dans I'ean demande quelques pré-
cautions. Si en effet on se contente de les y porter directe-
ment, comme elles sont imbibées d'alcool fort, il se produit
au contact de I'eau une diffusion énergique qui imprime a la
coupe un fournoiement rapide. Ce mouvement n'a pas de
grands inconvénients lorsque la coupe est homogéne et cons-
tituée par des parties bien li¢es entre elles, mais il est désas-
lreux lorsque la coupe est hétérogene et renferme des élé-
ments libres, tels que les globules blanes ou les globules
rouges, parce que ces derniers sont généralement entrainés
hors de la coupe; de méme la tige d'un poil placée dans
I'épaisseur du derme est généralement arrachée de sa gaine
qui reste vide, ete. Pour éviter cet inconvénient, il est bon de
souffler un peu sur les coupes retirées de 'alcool el portées
sur la spatule. La vapeur de I'haleine se précipite sur 'aleool
el 'hydrale peu a4 peu, si bien que lorsqu'on porte la coupe
dans 'eau, la diffusion est beaucoup moins énergique el n'en-
traine pas de mouvements giratoires. En outre, dans le cas on
I'emploi du procédé de I'haleine serait insuffisant, ou trop
pénible (si I'on avait par exemple beaucoup de coupes), on
arriverait au méme résultat en passant ces dernieres dans
des aleools de degrés décroissants, 70, 30°, avant de les metlre
dans I'eau.

Au fur et & mesure que 'eau imbibe la coupe, celle-ci se
gonfle, la gomme se dissout peu & peu et finalement la coupe
tombe au fond du eristallisoir ott on peut la recueillir pour la
colorer el la monter. La disparition compléte de la gomme
s'effectue en quelques heures, on peut activer en changeant
'eau du cristallisoir et en employant I'eau tiede. Lorsque les
pieces durcies 4 la gomme ont da passer auparavant par
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Facide picrique, elles abandonnent la couleur Jaune qu'elles
devaient & ce réactil en méme temps qu'elles se dégomment, of
Jorsqu’elles tombent an fond du eristallisoir. elles sont devenues
blanchdtres et sont prétes pour les colorations ultérieures,

5" Maniére de recueillir les coupes dans un liquide. —
Nous avons souvent parlé de prendre les coupes dans un liquide,
voiei comment il faut procéder: On plonge dans le liquide on

Fig. 5l.

Maniére de prendre une coupe dans un liquide.

elles se trouvent une lame de verre porte-objet parfaitement
propre et que l'on lient obliquement. A I'aide d'une aignille
i dissocier plongée dans le ligquide, on fait flotter une coupe
et on l'ameéne sur la face supérieure du porte-ohjet. On Ia
fixe sur ce dernier en la maintenant apoliquée contre lui
a4 l'aide de la pointe de I'aiguille placée i I'une de ses extré-
milés, et tenant toujours laiguille en place, on retire dou-
cement la lame en lui conservant la meéme obliquité et en
faisant attention que le mouvement imprimé 4 la lame tende
a étaler parfaitement la coupe sur cette dernitre, ce qui est
tres facile. On relire enfin complétement le porte-objet du
liquide, et la coupe est parfaitement étalée. Si elle ne 'est
pas, en la replongeant partiellement dans le liquide avee @
porte-objet et en s'aidant de I'aiguille, on achéve de I'étaler
convenablement. On procitde de méme st, au lieu d'une Jame,
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on emploie une spatule, le moyen de réussir & étaler consiste
a retirer obliquement du liquide la lame sur laquelle on place
la coupe. '

S 92, — COUPES AUX MICRROTOMES A PARAFFINE

Les coupes & la paraffine peuvent se faire avec n'importe
quel microtome, mais comme le plus souvent on désire obtenir
ces coupes en séries ininlerrompues, on se sert pour cela des
microtomes automatiques tels que ceux de Dumaige ou de
Minot, qui permettent d'obtenir de longs rubans de coupes,
dans lesquels les différentes seclions sont sowdées les unes
aux autres el régulierement disposées, sans qu'il en mandque
une seule. Nous déerirons done la maniére de faive des coupes
avee le microtome de Minot, nous réservant d'indiquer i pro-
pos du microtome i plan incliné comment on peut Femployer
pour les coupes i la paraffine. Du resle, lorsquon sait faire
un ruban de coupes, on sait i fortiori faire une coupe isolée,

l.es coupes failes apres inclusion & la parafline sont tres
minces, elles ne peuvent étre longlemps abandonnées i elles-
mémes, el il faut aussitot qu’elles sont faites les mettre sur le
porte-objet et les y fixer de telle maniere qu'elles ne puissent
plus étre dérangées ullérieurement (collage des coupes), enfin
il importe, une fois collées, de les débarrasser de la paraffine
qui les imprégne . Nous étudierons done successivement :
19 la maniere de faire un ruban de coupes; 2¢ le collage des
coupes; 3¢ I'extraction de la paraltine.

1° Maniére de faire un ruban de coupes. — Le bloc de
paraltine est d'abord fixé sur le support 4 ce desliné ; pour cela
on chauffe légérement ce dernier el on y applique une face
du bloe qui entre en fusion et adhére fortement & lui apres
le refroidissement, & cause du systéme de rayures dont il est
pourvu. 1l faut avoir bien soin de ne pas trop chauffer le sup-
port pour éviter de fondre trop el inégalement le bloc de
parafline et pour ticher de conserver autant que possible la
surface d'implantation du bloc paralléle & la face qui a été
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appliquée sur le support. En effet, on sait que 'orientation
de la pitce est fixe par rapport aux faces du bloc de parafline
et permet de diriger les coupes dans un sens parfaitement
déterminé, il faut done que la surface qui sert de base soil
parfaitement perpendiculaire aux autres. Le moindre chan-
gement de direction résultant d'une fusion indgale de la base
d'implantation entrainerait une obliquité tres génante. Pour
hiter la fixation du bloc sur le support et éviter la fusion, on
peul dailleurs refroidir le tout dans I'eau.

Ceci fait, avec un scalpel bien tranchant on enleve lexeé-
dant de la parafline qui entoure la piéce, en ayant soin de
laisser toujours autour de cette dernicre une bordure de paral-
fine dun millimétre d'épaisseur au moins. Le mieux est de
couper la paraffine de manitre que la surface de section pré-
senlée au rasoir soil un rectlangle parfait, ce qui est tres
important pour la formation du ruban.

On place alors le support du bloe dans la picece destinée a le
maintenir, el qui est mobile dans les trois directions de I'es-
pace. On manweuvre cette piece de facon que la surface de
section du bloe soit parfaitement paralléle au fil du rasoir (il
est bien entendu que celte surface de section est représentée
par une face du bloe de paraftine, parfaitement plane elle-
meéme , el que la piece est orienlée convenablement par
rapport & celte face). Le bloc est avancé ou reculé, d l'aide
de la vis, de telle maniére que le rasoir entame trés peu sa
surface, car on doit absolument éviter pour affranchir la piccee,
de faire des coupes trop épaisses (1/2 millimétre par exemple),
parce quon risquerait de décoller le bloe du support ou de le
casser. La section du bloc¢ doit se présenter au tranchant du
rasoir par un des grands cdlés du rectangle, jamais par un
angle. Toutes les vis de la piece mobile doivent étre serrées
a fond pour éviter des déplacements dans le cours du travail,
On met le régulateur sur le chiffre choisi pour donner aux
coupes I'épaisseur voulue 1, 2, 3, ete., ele., et on met en mou-
vement lappareil, Une premiere coupe est faile, elle reste
adhérente au fil du rasoir. On continue d'un mouvement régu-
lier et de nouvelles coupes s'ajoutent & la premitre en se
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placant & sa suite; en effet lorsque le bord inférieur d'une
coupe vient au contact du bord supérieur de celle qui a élé
faite avant elle, il se soude avee lui, la nouvelle COUupe repousse
Fancienne, et ainsi de suite, de telle sorte que toutes les sec-
tions disposées en ligne et soudées entre elles forment un
ruban comparable & un twenia,

On comprend maintenant pourquoi il faut que les bords du
bloe paralléles au tranchant du ra-
soirsoient aussi parfaitement paral-
leles enlre eux. S'ils ne le sont
pas, les coupes en se soudant les
unes aux autres formen! un ruban
non plus droit mais courbe, dont
la concavilé est tournée du e6le
le plus étroit de la surface de see-
tion, comme le montre la fignre
ci-jointe. Il est facile de remédier
@ cela en enlevant un peu de pa-
affine du coté le plus large. On
recoil le ruban de coupes sur un

Fig. 52, morceau de carton, lorsqu'il est

Rubans de coupes. achevé on le découpe en fragments

de dimensions appropri¢es aux

porte-ohjets et aux lamelles dont on se servira pour I':}ire les

préparations, et pour cela on procéde comme il est dit dans
le paragraphe suivant.

0000000

2¢ Collage des coupes. — Toule la valeur d'une série de
coupes réside dans ce que celles-ci sont réguliérement ran-
aies sur le porte-objet dans Pordre méme on elles ont éLé
‘Fail_n::, puisque, en suivant cel ordre, on peul reconsliluer
I'animal ou l'organe enlier. Il importe done absolument
qu'elles ne puissent plus abandonner leur place, étre déran-
aées, une fois qu'elles ont été mises sur le porte-objet. Pour
:‘ll.T-ﬂinth'f‘ ce but on les colle sur ce dernier avee le 111f?lm_1,-:e
d’albumine indiqué page 70. Sur la surface des porte-objets
bien nettoyés et trés propres, on étend une couche aussi minee
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que possible de ce mélange, en se servant d'une bhaguelte de
verre promende horizontalement ; on met ensuite sur le porte-
objet un peu d'eau distillée, sur laquelle on transporte les
fragments de ruban. Si la pitece est volumineuse, on ne peut
guere meltlre sur le porte-objet quun seul fragment de ruban
comprenant 2 & 5 coupes an maximum. Si au contraire elle
est trés petite (embreyon) on peut y placer plusieurs [ragments
disposés les uns au-dessus des aulres comme les lignes d'un
livre. Le nombre des bandes du ruban de coupes ainsi placées
sur le porte-ohjet et leur longueur sont nécessairement en
rapport avec la dimension des couvre-ohjets dont on se sert;
avec un peu d'habitude on arrive bien vile & savoir se tirer
d’affaire dans chaque cas. Pour ne pas dépasser les dimensions
du couvre-objet choisi il faut se rappeler que les coupes sont
toujours un peu plissées lorsqu’elles viennent d'étre faites,
qu'elles occupent par suite tout dabord moins de place, el
que le ruban en s'étalant sallonge un peu. Beaucoup d’hislo-
logistes font d’abord un trés long ruban de coupes et le divisent
ensuite en fragments de dimensions appropriées. Celle méthode
offre plusieurs avantages, el en particulier celui de donner
des coupes d'une épaisseur trés régulitre, mais elle présente
les inconvénients suivants : parfois le ruban de coupes esl
enlevé par le moindre soullle, parfois aussi il peat élre re-
tourné, et il en résulte des erreurs dans Nordre des coupes ;
aussi pent-on faire des rubans courls, comprenant de 5 i
10 coupes, suivant leurs dimensions, et les transporter directe-
menlt sur le porte-ohjet. Pour cela, on saisit le ruban par son
extrémilé inféricure a laide de pinces fines, puis glissant un
pinceau trés fin sous la derniére coupe adhérente au rasoir,
on l'en détache, et le ruban ainsi soutenu par les pinces el
par le pinceau est porté sur la lame recouverte d'eau distillée,

Si on doit metlre plusieurs rangées de coupes sur la
méme lame, on place le premier ruban prés da bord antérieur
de celle-ci, on met le second au-dessous du premier el ainsi
de suite en les rangeant le plus régulicrement possible. Ces
rubans flottent sur I'ean. Placés an contact les uns des autres,
ils n'ont guére de tendance a se déranger, néanmoins il faut
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faire grande altention & éviter tout déplacement dans leur
ordre, ce qui pourrait causer des erreurs graves dans la lecture
des coupes. Lorsque le porte-objet a recn la quantité de coupes

I.|

||" MHaiE

< ﬂl*

PI”‘ :..
Maniére d'enlever le ruban de coupes.

qu’il doit avoir, on le numérote avee un diamant dans le coin
supérieur droil, comme la pagination d'un livee au recto. Ce
numeéro qui ne peut pas
s'effacerindique sa place
dans la série.

l.e porte-objel tou-
Jours recouvert de I'eau
sur laquelle flottent les
coupes est alors porté
sur une plagque chauf-
fante (voy. fig. 54) sous

Wiz, 5% extrémité de laquelle
™ E L
Plagque chanlfante de Malassez. brale une lampe a al-

cool. L'eau en chauffant
déplisse entiérement les coupes qui s'étalent d'une manitre
parfaite en gardant exactement leur place. Il faut avoir grand
soin de ne pas chauffer jusqu’an peint de fusion de la paraf-
line, ce qui giterail irrémédiablement les préparations.
lLes coupes ¢lalées, on enleve l'exces d'eaun en se servant
d'un linge ou de papier buvard, et en prenant garde de ne
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déranger les coupes qui viennenl alors reposer direclement
sur la lame de verre, en restant dans l'ordre ou elles étaient,
Si pendant ce temps de l'opération elles s’étaient déplacées, on
les remettrail en place en faisant arriver au-dessous d’elles une
certaine quantité d'eau qui en les soulevant permeltrait de les
disposer comme il convient & l'aide d'aiguilles ou de pinceanx.
On seéche aussi bien que possible les porle-objets (sans toucher
aux coupes), puis on les place sur une éluve a 35-40° on 'eau
achéve de s'évaporer, en méme temps que les coupes adhérent
intimement au verre. Lorsque les lames sont bien seches, on
les passe dans une étuve chauffée a55° au maximum, ce qui
amene une adhérence parfaite sur la lame, en coagulant 'al-
bumine. Au bout d'une demi-heure on peut les relirer, la
paraftine s'est fondue, et les coupes sont collées d'une maniére
parfaite. On peut conserver pendant quelgques heures les
lames ainsi préparées, en ayant soin de les mettre & abri de
la poussiere. Lorsqu’on a recueilli toule la série de coupes se
rapportant & un cas donné, on enléve la parafline qui imprégne
encore les sections en se servant du procéddé indiqué dans le
paragraphe suivant,

3° Extraction de la paraffine. — Les porte-objels parfai-
tement secs et portant les coupes sont placés sur des pholo-
phores en bois (voy. p. H1), et on les arrose de quelques
gouttes de xylol ou de toluéne en se servant d'un {lacon
compte - gouttes. On laisse pendant quelques minutes le xylol
exercer son action dissolvante sur la paraffine, puis, pre-
nant chaque porte-objet de la main gauche, on fait égoulter
le xylol qui le recouvre dans un récipient quelconque pour le
Jeter plus tard. Tenant le porte-objet bien horizontalement, on
fait de nouveau couler sur lui quelques gouttes du dissolvant de
la paraffine, et en lui imprimant des mouvements, on fait cireu-
ler ce dernier sur toute sa surface de facon a bien la laver. On
enléve encore le xylol et on recommence Vopération plusieurs
fois de suite de facon a faire dispara’lre toute trace de paral-
line. Le xylol qui sert i ces derniers lavages peul étre recueilli
pour étre employé ultérieurement a différents usages et en
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parliculier au lavage des lames et lamelles imprégnées de baume
que l'on voudrait remetire en usage.

Pour débarrasser les coupes de la paralline, on peul tout
aussi bien mettre les lames qui les portent dans un réeipient
quelconque, tel quune boite & rainures, contenant du xylol,
dans lequel la paraffine se dissoul aisément.

Dés que le lavage au xylol est achevé, on essuie 'exces de
ce liquide sur les bords de la lame, en dehors du champ
oceupé par les coupes et on verse immédialement sur celles-ci
en évitant de les laisser dessécher (le xylol s'évapore tres vile),
quelques gouttes d'aleool absolu. La préparalion qui élait
restée lransparente dans le xylol devient alors opaque, on lave
une fois & l'aleool absolu et on recouvre les coupes d’aleool &
90° en avail bien soin de les lenir constamment couvertes de
ce ligquide jusqu’an moment ot on sapprétera & les colorer.
L'alcool dont on se sert immdédiatement apres le xylol doit
élre parfailement absolu, sans cela il ne se méle pas bien avec
le xylol et il se forme de petites goutteleltes blanchdtres qui
ruinent la préparation. Les coupes parfailement dépouillées
de la paraltine par le xylol et imprégnées d'alcool sont préles
d recevoir une coloration et suivant que le colorant choisi sera
en solution alcoolique ou aqueuse, on pourra les y plonger de
suile, ou seulement apres une hydratation préalable comme
nous lexpliquerons au chapitre des Colorations.

4" Précautions a prendre pour faire les coupes a la pa-
raffine. — En dehors des précautions qque nous avons indigquées
dans le cours de celte description, il en est quelques aulres
dont il convient de parler ici. EL d’abord pour faire de honnes
coupes il faut avoir des inclusions parfaites, ¢'est-d-dire dont la
parvaftine ait complétement pénélré la piece en s’incorporant
avec elle, el posseéde en méme temps une dureté convenable.

On reconnail que U'inclusion est bien faile lorsque la surface
d'une section faite a travers la piéce est aussi brillante aun
niveau de cette derniere que sur la paratline elle-méme, et
présente un aspect glacé. Si la coupe de la piéce est au con-
traire ternie, ¢'est que la paratline a mal pénétré cette der-
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niere. Dans ce cas les coupes se fonl mal, elles sonl épaisses,
incomplétes, indégales, il est méme parfois impossible d'en
faire. La piéce peut aussi se détacher du bloc de parafline
dans lequel elle est mal incluse.

Celte mauvaise pénétration de la piece peub lenir 4 une
imbibition imparfaite de cetle derniere par le dissolvant de la
parafline, ou & un séjour insuftisant dans le bain de parafline
fondue. Dans ce dernier cas, il est facile de remédier au mal
en remeltant la piece dans le bain de parafline & 1'étuve, mais
si I'imbibition par le dissolvant a ¢été mal faite, comme cela
peut teniv en partie & une déshydratation incomplite, il est
difticile de réparer le mal et la pitce est le plus souvent perdue.

Pour ce qui a trait & la dureté de la paratline, on a dit plus
haut comment on oblenait par la méthode des mélanges,
mais il peul arriver pendant les grandes chaleurs de léle
quun bloc formé méme de paratline dure pure, fondant a 58,
soil trop mou pour permeltre de faire de bonnes coupes. Dans
ce cas on peut placer le bloe dans un peu de glace avant de
commencer les coupes, et I'y reporter avec son support de
temps i aulre pendant le travail ; on peut aussi le placer sous
un robinet d'ean trés froide, mais malgré cela les coupes se
font mal el I'on est parfois obligé de renoncer i en faire.

Le meilleur moyen d'avoir des coupes régulieres est de ne
pas s'interrompre ou de s'interrompre le moins possible pen-
dant la confection du ruban. Si l'on devait suspendre 'exécu-
Lion des coupes pour quelques heures, il serait bon de recouvrir
la surface de section d'un peu de parafline fondue pour la
mettre a Fabri de la dessicecation. En effet, malgré la présence
de la parafline qui les impregne, les piéces renferment encore
assez de liguide (xylol ou autre dissolvant de la parafline)
pour se dessécher el se rétracter si on les expose a I'air,

§ 3. — COUPES AU MICROTOME A PLAN INCLINE

APKES INCLUSION A LA GOMME, A LA CELLOIDINE, A LA PARAFFINE

Les microtomes & plan incliné permettent de faire des coupes
apres tous les modes de durcissement que nous avons indiqués.
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Ils se prétent done & des usages plus nombreux que les micro-
tomes & parafline, lesquels ne sont applicables qu'aux piéces
incluses dans cette substance, et si I'on ne peut avoir dans un
laboratoire qu'un seul microtome, il vaut mieux prendre un
microtome i plan incliné quun autre, mais pour la confection
des coupes en série apres inclusion & la paraffine, ils sont
moins commaodes et moins parfails que les microtomes auto-
maltiques que nous avons cités. Les séries sont beaucoup plus
longues i faire el on n'oblient pas facilement des coupes aussi
minces quavec les microtomes de Minot ou de Dumaige. Nous
étudierons 'emploi du microtome & plan incliné dans diffé-
rents cas.

1° Coupes apres durcissement par les fixateurs, ou par
la gomme et 'alcool. — Les pittces entourées et soutenues
par des morceaux de moelle de surean sont collées avee de la
gomme ou du collodion sur un bloc de liege ou de bois des-
tiné & étre saisi par les mors de la pince mobile. Il faut avoir
bien soin de les coller trés solidement sur ce support pour
¢viter leur arrachement au cours de l'opération. On serre le
bloc de litge dans la pince et on oriente la pitce de la manitre
convenable en donnant & la pince mobile les inclinaisons
nécessaires. On a soin d'amener la surface destinée a étre
coupée juste i la hauteur du rasoir alors que le chariot porte-
objet est au bas de sa course. On y arrive en élevant ou en
abaissant le support dans les mors de la pince, ou bien, si cela
ne suffit pas, en ¢levant la pince mobile sur la tige verticale
disposée & cet effel.

Le rasoir est placé de maniere & attaquer la picce tris obli-
quement, et de préférence par un de ses angles. On arrose la
lame d’aleool & 90° en se servant d'un flacon compte- goutles.
Le chariot lmrtn-:'u:'ﬂir ¢tant au bout de sa course, on le tire
vers soi de la main droite, en saisissant le corps du chariot et
sans appuyer sur lui, puis on Faméne régulitrement & soi,
jusqu'a Lautre extrémité de la glissicre. Rencontrant la piéce
sur son chemin, le rasoir y a fait une coupe. Celle-ci {lotle
dans l'alcool, on la cueille avec un pinceau ou une aiguille, et
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on la porte dans une soucoupe pleine d’alcool ot elle séjourne
jusquau  moment ou l'on veul s’en servir (voy. pour
cela p. 163, Colorations).

On repousse alors le rasoir i l'extrémité de la glissiére 5 on
tourne la vis micrométrique de la quantité voulue, on fait une
nouvelle coupe et 'on continue ainsi en ayant soin de tourner
la vis micrométrique apreés chagque course du rasoir alors
quon 'a ramené 4 son point de départ. Quelques accidents
peuvent se produire pendant la marche de Topération et la
troubler plus ou moins. Comme ils tiennent a la nature meéme
du microtome el peuvent se produire apres les divers modes
de durcissement, nous en reparlerons apres avoir étudié tous
les cas. Cette maniére de faire les coupes ne se préte pas a la
confection de séries ininlerrompues i cause des sections man-
quées par suile du durcissement toujours imparfait,

2° Coupes apreés inclusion a la celloidine. — Le¢ bloc de
celloidine ou de collodion est collé sur le support avee dua
collodion, on dispose l'instrument comme il a été dit plus
haut, on arrose la lame d’alcool & 90° et on fait les coupes.

On peut conserver toutes les sections et les arranger en série,
en suivant le procédd un peu compliqué que voiel (WEIGERT) :
On place les coupes suivant leur rang sur des bandelettes de
papier mince non collé (papier de closets) imbibées d’alcool.
Pour éviter leur dessiccation, on étend ces bandeleltes sur du
papier Joseph imbibé d’alcool et placé sur une assiette plate,
puis lorsqu'une bandelette est couverte de coupes on la porte
sur une lame de verre collodionnée en la renversant de
manicre 4 mellre les coupes en conlact avee la lame. Les
coupes adheérent au collodion encore humide, et on peut
enlever le papier sans quelles se déplacent, On les recouvre
d'une seconde couche de collodion et elles sont dés lors soli-
dement maintenues en place, pourva que 'on n'emploie pas
dans les traitements ultérieurs de dissolvants du collodion tels
que l'essence de girofle. Ainsi fixées, les coupes peuvent étre
colorées comme on le verra plus loin.

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUF, 14
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3" Coupes apres inclusion a la paraffine. — On peut faire
trés aisément au microtome & plan incliné des coupes apres
inclusion & la paraffine ; on obtient ainsi des séries réguliéres,
mais moins rapidement et moins bien qu'avee les microtomes
automatiques. Voici comment on procede : le bloe de paraffine
est fixé sur le support de bois et mis & une hauteur conve-
nable ; le rasoir est placé obliquement, il doit élre absolument
sec. On commence la premiere coupe en atlaquant la piece
par un de ses angles, on l'acheéve et on recommence apres
avoir ramené le rasoir & son poinl de départ. Les coupes ainsi
faites ontune tendance naturelle a s'enrouler sur elles-mémes,
et si I'on ne s’y oppose pas, elles forment de petits cylindres
qu'il est ensuile assez difficile de dérouler pour étaler la coupe
sur la lame de verre.

Pour éviter cet enroulement, on se sert dun pinceau (res
fin qui, tenu de la main gauche, appuie légérement sur le coin
de la pitce par lequel le rasoir commence la coupe, Le pinceau
applique ainsi la coupe contre la lame du rasoir, tandis que
cette derniere glisse au-dessous d'elle, et il 'empéche de s’en-
rouler. Lorsque la coupe est achevée, elle adhére aux poils du
pinceau, et il est facile de la transporter a l'aide de ce dernier
sur une lame de verre convenablement préparée. Les coupes
se font ainsi assez régulierement, et avec un peu d’habitude on
arrive vite 4 n’en pas manquer une seule. Si done on les a
rangées sur le porte-objet dans 'ordre ou elles onl éLé faites,
on aura une série continue comme avec le microtome aulo-
matique, et beaucoup d’histologistes font ainsi leurs coupes
sérides.

Si I'on veut faire un ruban avec le microtome & plan incliné,
on le peut aussi de la maniére suivante : au lieu de disposer le
rasoir obliquement par rapport & la piece, on le met bien per-
pendiculairement, on attaque le bloc non plus par un angle,
mais par une de ses faces et on fait une premiére coupe; la
seconde se présentant aussi par son bord se colleraa la précé-
dente et on obtiendra ainsi un ruban qui reposera sur la lame
du rasoir. Si 'on veut donner & ce ruban une certaine lon-
gueur, il est bon de munir la lame du rasoir d'une plaque de
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carton fixée par une pince métallique au dos de ce dernier,
de facon & fournir un support pour le ruban au fur et a
mesure qu'il sallonge.

Nous avons indiqué ce procédé pour mettre & méme de
faire un ruban alors qu'on ne posséderait quun microtome &
plan incliné, mais il fant reconnaitre qu’il n'est pas trés pra-
tique et qu'il vaut miecux employer pour cela un microtome
automaltique.

Le microtome & plan incliné, quel qu’ait été le mode de dur-
cissement préalable de la piéce que I'on débite en coupes, pré-
sente l'inconvénient de donner assez souvenl des sections
d’épaisseur inégale, voici pourquoi : le rasoir glisse parfois
au-dessus de la pitce qu'il entame & peine ou méme pas du
tout. Cela se produit surtout lorsqu’on désire faire des coupes
treés fines et que l'exhaussement produit par la vis micro-
métrique est treés faible, Dans ce cas il peut se faire, si la
picce est molle, qu'elle se comprime légérement gous le rasoir,
ou bien, si la pitce est dure, que le rasoir lui-méme plie et se
souléve légérement. On ramene alors le rasoir & son point de
départ, on tourne la vis micromélrique comme si la coupe
avait été bien faite et on en recommence une aulre. Celle
coupe aura forcément une épaisseur plus grande que celle
désirée, puisqu'elle comprend, outre la section d’épaisseur nor-
male due an jeu régulier de I'instrument, une partie de la
coupe précédente qui n'a pas été enlevée par le rasoir, et
comme cela se reproduit assez fréquemment, il en résulte une
cerlaine irrégularité dans I'épaisseur des coupes.

CHAPITRE ¥

COLORATIONS

On a déja vu que les colorations sont rendues nécessaires
par la transparence des lissus, qui ne permeltrait pas de dis-
tinguer suffisamment leur structure ; cependant leur utilité ne
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consiste pas seulement dans le fait de donner une teinte appré-
ciable & des objets trop (ransparents pour étre bien visibles,
mais elle réside surtout dans cetle propriété quont certaines
maticres colorantes de teindre différemment les différentes
parties de la cellule, et par suite de meltre en relief la strue-
ture de celle-ei.

Bien que cela n'ait rien d'absolu, on peut dire que certaines
couleurs se fixent exclusivement sur les noyaux : ce sont les
colorants nucléaires, tandis que d’autres teignent diffusément
tout ce qui entre dans la composition des tissus, noyaux, proto-
plasma, fibres, ete.: ce sont les colorants diffus. Comme aprés
I'action des colorants nucléaires on peul encore employer les
colorants diffus pour teindre les corps protoplasmiques, on
appelle ces colorants, par opposilion aux premiers, coloranis
plasmatiques on colorants du fond de la préparation.

En dehors de ces propriétés générales, tous les colorants,
qu'ils soient nucléaires ou plasmatiques, présentent des affini-
Lés spéeciales pour certains ¢léments des tissus, qu'ils colorent
de préférence ou auxquels ils donnent un ton spécial. Cest ce
que 'on appelle laction élective d'une couleur. Les colorants
nucléaires ont une électivité trés marquée pour les noyaux, et
plus exactement pour la chromatine de ces derniers; les
colorants diffus, bien qu’ils colorent tout, teignent cependant
avee ¢lection certains éléments, ainsi 'éosine colore d'une
maniere particulicre les fibres élastiques. 11 ne faut done pas
croire, lorsqu'on emploie I'expression de colorants diffus oun
de colorants de fond, que ces réactifs donnent au fond des
préparations une coloration absolument uniforme, on veut
simplement dire que leur électivité est moins précise et moins
limitée que celle des colorants nucléaires.

On trouve ces deux sortes de colorants aussi bien parmi les
couleurs fournies par les élres organisés, telles que le carmin
et 'hématoxyline, que parmi les couleurs d’aniline. Le carmin
aluné, I'hématéine, la safranine, le violet de gentiane sont des
colorants nueléaires. L'éosine, l'orange G., l'acide picrique
sont des colorants diffus.

Pour faire une bonne analyse histologique des piéces que
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I'on a préparées, il importe de les colorer i la fois par un colo-
rant nueléaire et par un colorant diffus. En effet, si 'on emploie
un colorant nucléaire seul, les noyaux sont seuls mis en évi-
dence, des particularités de structure des cellules, telles que
la présence de ponts intercellulaires, de réticulums, ete., peu-
vent passer inapercues, tandis qu’elles sont nettement marquées
apres l'emploi d'un colorant diffus. Aussi dans la plupart des
cas emploie-t-on des colorations successives, combinées pour
teindre les noyaux et le fond des préparations. Il existe du
reste certaines solutions colorantes composées, qui réalisent
d’emblée celte indication : tellessont le picro-carmin et le bleu
de méthyléne polychrome.

Les solutions colorantes employées dans la technique histo-
logique sont trés nombreuses. Mais beaucoup d'entre elles ne
répondent & aucune indication particuliére et peuvent élre
remplacées par d’autres sans le moindre inconvénient. Pourva
que I'étudiant posséde sur sa table de travail les quelques
substances nécessaires pour colorer convenablement les pré-
parations dans tous les cas possibles et quel que soit le fiva-
teur employé, il est suffisamment armé, et il est inutile
d’essayer toute la gamme des couleurs connues. Nous ne cite-
rons done ici que les matitres colorantes strictement néces-
saires et suffisantes pour toutes les recherches courantes, nous
réservant d'en indiquer d’autres i propos de leurs applications
a certains cas spéciaux.

Les colorations produites par certains agents (coloration des
terminaisons nerveuses par le chlorure d’or, par le bleu de
méthylene), sont des phénoménes particuliers, trés différents
de ceux des colorations ordinaires, et il en est traité ailleurs
(voy. Imprégnations el colorations vilales).

Parmi les couleurs indiquées ici, toutes ne répondent pas
aux memes usages et surlout aux mémes indications, ainsi
les couleurs d’hémaloxyline et de carmin ne permettent de
colorer aisément que les tissus fixés par 'alcool, le sublimé,
le formol, la liqueur de Kleinenberg, la liqueur de Muller,
elles conviennent mal aux tissus fixés par le liquide de Flem-
ming qu’elles ne parviennent pas toujours 4 colorer d'une
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maniere suflisante méme aprés un temps assez long, tandis
que les couleurs d'aniline donnent & ces préparations des
teintes magnifiques. Le mode de teinture varie un peu sui-
vant les couleurs, alin de le faire connaitre d'une maniére suffi-
sante, nous I'étudierons pour chacune des matiéres colarantes
citées plus haut, nous mentionnerons ensuite les propriétés et
les indications de cette couleur, puis nous donnerons quelques
regles générales pour les colorations, enfin nous exposerons
la méthode de coloration en masse el les colorations sous
lamelle. En raison de la nécessité démontrée plus haut d'em-
plover & la fois les colorants plasmatiques et les colorants
nucléaires, nous donnerons comme exemples des cas de double
coloration.

§ 1. — COLORATION A L'HEMATEINE ET A L'EOSINE

1° Mode d’emploi. — Supposons que I'on veuille colorer
une série de coupes collées sur le porte-objet apreés inclusion
i la paraffine. :

On a dissous la paraffine par le xylol, ainsi que cela a été
dit dans le chapitre précédent, et I'on a chassé le xylol par
I'alcool absolu. Les coupes sont actuellement recouvertes d’al-
cool & 909, -

Avant de faire agir la maliére colorante il faut hydrater
les coupes, car la solution aqueuse d’hématéine précipite-
rait au contact de 'alcool. Pour faire cetle hydratation, on
remplace 'alcool & 90° par de l'alcool & 70° puis ce dernier
par de I'alcool & 30°; enfin I'alcool & 30° étant enlevé, on lui
substitue de I'ean distillée. Ces passages successifs dans des
alcools de titre progressivement décroissant avant d'arriver a
I'eau distillée, ont pour but de préparer Uhydratation, ¢'est-a-
dire d'éviter les désordres qu'un changement brusque d'état
(hydratation succédant sans transition & la déshydratation pro-
duite par l'alcool) ne manquerait pas d'amener, 4 cause des
courants de diffusion tres forts qui se formeraient au contact
de 'eaun et de I'alcool & 90°.

Au bout d'une ou deux minutes, les coupes sont suftisam-
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ment hydralées el on peut commencer la coloration. On enleve
I'ean en la faisant couler dans un récipient quelconque, on
replace la lame sur le photophore, et on la recouvre d'une
couche de la solution d’hématéine indiquée page 6. Comme
il est bon de filtrer cette derniere, on la tient dans un flacon
surmonté dun petit entonnoir de verre & bec taillé en biseau
et garni d'un filtre ; on verse quelques gouttes d’hématéine
sur le filtre, et & 'aide de extrémité de 'entonnoir formant
compte-gouttes on dépose la couleur sur la lame. En quelques
minutes, de cing & quinze, la matiére colorante a produit son
action. Mais comme on ne peut indiguer une durée tixe pour
le temps pendant lequel 'hématéine doit agir, il est bon de
s'habiluer & surveiller la coloration au microscope. Dans ce
but, le microscope élant muni dun objectif faible, & loyer
assez long pour quil n'y ait pas i craindre de toucher le
liquide avec la lenlille frontale, on enléve la matiere colorante
et 'on met a sa place quelques gouttes d'eaun distillée. On
porte alors la lame sur la platine du microscope, et l'on
observe sans recouvrir dune lamelle. 11 est facile de voir si
les noyaux sont bien colorés ou s'ils ne le sont pas. Si la colo-
ration est insuffisante, on enleve 'eau, on remet de 'héma-
léine el on atlend ; au boul de quelques minutes on regarde
de. nouveau, il est rare que celle fois, la coloration ne soit
pas compléte. Lorsque celle-ci est reconnue suffisante, on
lave soigneusement & 'eaun distillée jusqua ce qu'il n'y ait
plus de nuages violets d’hématéine dans 'eau de lavage, puis,
apres Paddition d'une derniére goutte deaun distillée pour
enlever toute trace de matiere colorante libre, la coloration
par I'hématéine est achevée. Les lavages minuticux a l'eaun
sont nécessaires pour enlever la maliere colorante non fixée
sur les tissus, et restée libre dans leurs interstices. Si celte
dernieére persistait, elle nuirait par sa présence i la transpa-
rence de la coupe, elle pourrait en oulre étre précipitée par
les réactifs ultérieurs et détériorer ainsi les préparations. Au
contraire, lorsque le lavage a été bien fait, les parlies colo-
rées tranchent tréss nettement sur le fond absolument incolore
el montrent bien leurs détails.
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La coloration nucléaire est alors terminée, et sil'on s'en con-
tentait, on pourrait monter la préparation dans le baume ou
dans la glycérine, comme on le verra i I'article suivant, mais
il vaut mieux faire aussi la ecoloration plasmatique.

On procede alors ainsi : on enléve I'eau qui recouvre le porte-
objet que 'on essuie soigneusement tout autour des coupes,
en prenant bien garde de toucher a ces dernitres, puis, avec
le flacon compte-gouttes, on verse un peu d'alcool a 70° qui
commence la déshydratation. On ajoute ensuite une pelite
quantité de la solution aleoolique d’éosine (p. 66) qui colore
la préparation el continue en méme temps la déshydratation.
On laisse agir cette solution pendant un certain temps, un
quart d’heure ou davantage, suivant les besoins, en ayant
soin de ne pas laisser les coupes se dessécher, ce a quoi 'on
arrive facilement en ajoutant de temps a autre une goutte de
la solution alcoolique d’¢osine. Lorsque la coloration du fond
est sulfisante, on méle a I'éosine qui recouvre la lame un pen
d’alcool absolu qui achéve la déshydratation. On enléve enfin
I'¢osine et on lave rapidement & I'alcool absolu. Les coupes
sont colorées et prétes &4 étre montées an baume (voy. cha-
pitre suivant). Ce procédé de coloration est excessivement
commode et rapide.

On peut aussi, au lieu de colorer rapidement & I'éosine,
colorer lentement. Apres avoir fail agir I'hémaléine, lavé a
I'eau el passé a I'alcool a 70°, on porle les lames pendant quel-
ques heures ou méme pendant foute une nuit dans une boite
de porcelaine & rainures renfermant de 'alcool a 90° addi-
tionné de quelques gouttes de la solution alcoolique d’¢osine
a1 p. 100. On a ainsi un bain légérement coloré (couleur
fleur de pécher) qui suffit amplement a teindre les coupes.
Le lendemain on lave a l'alcool absolu et on monte au baume.
Les préparations ainsi colorées lentement se décolorent moins
(voy. plus loin).

L’¢osine qui teint le fond des préparations est (rés soluble
dans l'alcool, aussi il arrive que si I'on ne se presse pas un
peu dans le dernier lavage & l'alcool absolu, on enléve une
grande partie de cette couleur. Cet accident est d’autant plus
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ficheux que certaines essences telles que I'essence de girolle
employées au montage des préparations (voy. plus loin) dis-
solvent énergiquement I'éosine, de sorte que la coloration du
fond peut devenir insuffisante. On évilera cet inconvénient en
colorant fortement & 1'éosine, en lavant trés rapidement &
l'aleool absolu et en employant de l'essence d'origan d la
place d'essence de girofle. Cette double coloration peut servir
¢galement pour des coupes non collées sur le porte-objet,
comme celles qui proviennent de piéces durcies a la gomme et
a laleool. Dans ce cas, les coupes bien débarrassées de la gomme
et lavées & l'ean, sont placées sur une lame, on les recouvre
d'hématéine et on les traite exactement comme il a été dit
pour les coupes collées & I'albumine. Il importe seulement de
bien faire attention & ne pas les enlever de dessus la lame
pendant les lavages successifs ou les substitutions de liquides
qui sont nécessaires pour la coloration,

2" Coloration a 1’éosine aqueuse. — Pour la double colo-
ration i 'hématéine et & I'éosine on peut encore employer la
solution aqueuse d'éosine indiquée page 66, que l'on fera
agir d'une maniere rapide ou lente. Si 'on veut colorer rapi-
dement, apres le lavage a I'eau consécutif i 'emploi de I'hé-
matéine, on arrose la préparation de quelques gouttes de la
solution, qui agit en quelques minutes. Si 'on veut au con-
traire colorer lentement, on met la préparation dans un bain
de celte méme solution plus ou moins diluée. Une fois la
coloration faite, on lave rapidement & l'eau distillée, on
déshydrate par I'alcool, et on monte au baume. La coloration
du fond ainsi obtenue se laisse moins facilement enlever
pendant la déshydratation que celle due a la solution alcoo-
lique, et c’est la un avantage que l'on a quelquefois a recher-
cher.

3° Propriétés de ’hématéine. — L’hémaléine est un colo-
ant nucléaire treés net. Elle teint cependant aussi la subs-
tance fondamentale du cartilage, celle des os, ete. Elle colore
rapidement, il arrive parfois que si on la laisse plusieurs heures
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en contact avec la préparation, méme sous la chambre humide
a I'abri de I'évaporation, elle peut précipiter, ou la surco-
lorer, ¢’est-d-dire lui donner une teinte bleu-noir opaque qui
nuit & sa beaulé et a sa transparence. S’il y a surcoloration,
on lave avec de l'eau distillée renfermant 0,02 p. 100 d’acide
chlorhydrique. Il arrive parfois alors que les noyaux primi-
tivement violets passent au
rouge, on peut les faire virer
au violet et méme au bleu en
lavant la préparation avec de
I'eau distillée conlenant une
goulte d'ammoniaque pour
100 cenlimétres cubes.

4° Propriétés de l'éosine.
— L’éosine est un excellent
colorant plasmatique. Elle pos-
sede en effet certaines pro-
prié¢tés électives donnant lieu
a des colorations spéciales
tranchant sur le fond. Ainsi
elle ‘colore 'hémoglobine des
Fig. 55. globules rouges en un rouge
Coloration & I'hématéine et & hrique trés différent de la
I'éosine (capillaire sanguin de
I'épiploon).

leinte rose qu'elle donne au
~ fond, de méme elle teint les
ritﬁ:‘ﬁ:ﬁatﬂiIEE%?&}'JIJ:I{;‘l!::?é::ullﬁﬁlllilln'::ln-. fibres ¢lastiques en un rouge
Stiassnie, ocul. 2, vbject. 8. foncé facile a distinguer du
rose plus pile qu'elle donne
aux fibres connectives. Elle teint vivement les muscles striés
lisses, et permel de reconnaitre aisément ces derniers au
milieu du tissu conjonctif. Il ne faut pas oublier que cetle
¢lectivité est d’autant mieux marquée que la coloration donnée
par le réactif est moins intense, et cela se comprend, car elle
se manifeste simplement par des tons qui se distinguent bien
sur un fond peu coloré, mais disparaissent au contraire dans
une coloration trop intense,
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A cause de sa couleur rose qui conftraste fortement avee le
violet de 'hématéine, 1'éosine est le colorant de choix & asso-
cier & cette derniére pour obtenir les effets les plus tranchés
el les préparations les plus nettes.

5° Indications de la double coloration a I’hématéine et
a I’éosine. — Nous avons déja dit que cette coloration ne peut
pas s‘appliquer aux pic¢ces fixées par la liqueur de FremminG,
(elle exige alors en effet un temps trop long et donne des pré-
parations peu satisfaisantes), en revanche on peut 'employer
apres toutes les autres fixalions, méme apres 'acide osmique.
Elle sert surtout dans les recherches d’anatomie microsco-
pique, pour mellre en évidence les vaisseaux par la teinte
que prennent leurs globules rouges, ou bien les fibres lisses.
Ainsi dans l'iris, I'¢éosine colore i peine le stroma conjonctif
tandis qu’elle teint fortement le sphincter et le dilatateur, et
les met tous denx bien en relief dans les coupes.

En somme cette double coloration est d'un emploi trés
géneral et tres facile, et on peut toujours la mellre en usage
pour les diverses préparations d'organes et de tissus, sauf indi-
cations contraires que I'on trouvera dans la partie spéciale de
cel ouvrage.

§ 2. — (OLORATION AU CARMIN ALUNE ET A L'EOSINE

1° Mode d’emploi. — Le carmin aluné s'emploie exacte-
ment comme I'hématéine, c'est-d-dire qu'on le met sur les
coupes, apres hydratation, puis on lave a I'eau, on déshydrate,
et on colore i I'éosine. On se sert de la solution indiquée
page 61. Le carmin aluné agit moins rapidement que I'héma-
téine, il faut souvent plusicurs heures pour que la coloration
soit achevée, aussi doit-on mettre les lames 4 Vabri de 'éva-
poration dans la chambre humide, ou bien les plonger dans
une cuvette de porcelaine i rainures, renfermant le bain de
carmin aluné,

2¢° Propriétés du carmin aluné. — (est un colorant
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nucléaire parfait qui teint la chromatine du noyau en violet
ou en rouge violacé, Par exception a sa nature de colorant
nucléaire, il colore les fibres musculaires lisses et strides, la
substance fondamentale des os et méme dans certains cas la
mucine,

Il ne surcolore jamais et ne précipite pas. La couleur qu'il
donne aux tissus est absolument inaltérable,

= ‘E"?*

o, N
-"'-r\-l-\"'\-a. :
£ L %Eiq-h
Fig. 56.
Coloration an carmin aluné (cellule nerveuse avec grains
chromophiles).

Sliassnie, ocul. 2, object. 8.

3° Indications. — Le carmin aluné peut étre employé dans
tous les cas ou l'on se sert de I'hématéine. Si méme on peut
avoir un bon carmin i teinte violette, il est préférable a cette
derniere parce quil ne surcolore pas et qu’il est inaltérable.
Avec I'éosine il donne d’excellents résultats, & la condition
que sa leinte se rapproche de celle de 'hématéine, sans cela
les noyaux ne tranchent pas assez sur le fond. Comme il agit
plus lentement que 'hématéine, les manipulations sont un peu
plus longues, et par suile il est moins fréquemment employé
lorsqu’'on a & colorer de nombreuses préparations qui deman-
dent beaucoup de temps.

4° Carmin aluné et acide picrique. — Apres avoir coloré
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les noyaux au carmin aluné, et bien lavé a l'eau, quelques
histologistes emploient l'acide picrique comme colorant de
fond. Pour cela ils déshydratent les coupes avec de lalcool
picriqué qui teint fortement le fond en jaune citron.

L'acide picrique est un détestable colorant diffus, sa leinte
est si vive qu'elle ne donne aucune ¢élection, et en dehors des
noyaux tout est uniformément coloré, on ne distingue méme
pas les fibres élastiques qui pourtant sont si nettement indi-
(quées par le picro-carmin.

§ 3. — COLORATION AU PICRO-CARMINATE D AMMONIAQUE

1°Moded’emploi. — La solution de cette matiére colorante
se prépare comme il a été dit, page 62. Supposons que l'on
veuille colorer des coupes en série collées sur lames, ou bien
des coupes isolées faites aprés durcissement dans la gomme
et recueillies sur une lame apres en avoir enleveé soigneuse-
ment la gomme. Voici comment on procéde : Avee un enton-
noir muni d'un filtre on fait tomber sur les coupes quelques
goutles de picro-carmin filtré, puis on place la lame sur le
photophore et on attend. Au bout d'un quart d’heure la colo-
ration est généralement achevée, cependant elle peut demander
plus de temps. Dans ce cas on met les lames dans la chambre
humide et on surveille la coloration, en enlevant le picro-carmin
et en examinant rapidement & un faible grossissement sans
recouvrir d' une lamelle. Il faut bien se garder de mettre de I'eau,
car on voit suffisamment & travers la mince couche de picro-
carmin qui reste sur la coupe si la coloration est achevée, Dans
ce cas on ajoule quelques gouttes de glycérine que I'on place sur
le bord des coupes et qui se substituent peu i peu au picro-
carmin. Lorsque cetle glycérine a bien imbibé les sections, on
I'enléve el on la remplace par de la glycérine nouvelle destinée
a laver les préparations, ¢’est-a-dire a enlever la partie du colo-
rant non fixée sur les éléments et restée libre dans les inters-
tices de chaque coupe. Ce lavage dure assez longlemps parce que
le picro-carmin en exces diffuse lentement dansla glycérine ;
au fur et & mesure qu’il s'effectue, la préparation examinée
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au microscope devient de plus en plus belle et les différencia-
tions qu'elle présente saccusent davantage. Dans certains cas
celte différenciation est facilitée par Pemploi de glycérine
formiquée; apres avoircommencé le lavage par de la glyeérine
ordinaire, on remplace cette derniere par la glycérine
formiquée qu'on laisse agir pendant quelques heures. Lorsque
les lavages i la glycérine sont achevés, ¢’est-i-dire lorsqu'on
ne voit plus de nuages de picro-carmin diffuser antour de la
préparation, la coloration est terminée et on monte dans la
glycérine picro-carminée ou bien dans la glycérine formiquée
(voy. les indications dans la partie spéciale) en suivant les
regles indiquées au chapitre v,

Le picro-carmin ne donne (oules les élections treés délicates
dont nous parlerons plus loin que si les coupes sont montées
dans la glycérine. Lorsquon les monte dans le baume, un
certain nombre des réactions de la matiére colorante peuvent
disparaitre pendant la déshydratation. Mais surtout il faut
éviter de laver 4 l'eau : en effet celle-ci dissout inégalement
I'acide picrique et le carmin qui entrent dans la composition
du mélange, elle enléve beaucoup plus d'acide picrique que de
carmin, et ¢’est ainsi quapreés son action on ne distingue plus
par exemple la coloration jaune des fibres élastiques, qui est
due i cet acide. En méme temps la teinte générale de la pré-
paration devient plus uniforme. .

Lorsqu'on veut monter au baume une préparation au picro-
carmin, ilne faut pas la laver & I'eau mais bien & la glycérine,
comme il a été dit plus haut. Le lavage achevé, on enléve la
plus grande quantité possible de glyeérine, sans toucher i la
coupe, et on y substitue de I'alcool & 90°. On déshydrate aussi
vite que possible & I'aide de ce dernier puis d'alcool absolu et
on monte au baume. L'alcool dissout bien un peu d'acide
picrique, mais son acltion est moins marquée que celle de
I'ean, et si I'on va vite, on peut arriver i conserver i peu pres
toutes les réactions colorées dues au picro-carmin, sans toute-
fois les maintenir aussi bien que dans la glycérine. On a pro-
posé pour éviter la dissolution de I'acide picrique de déshy-
drater avec de l'alcool picriqué, mais cela ne donne pas de
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bons résultats, on n’arrive qu'a superposer une teinte jaunitre
sur toute la préparation, sans obtenir d'élection vraie. Il vaut
mieux s'en tenir a la maneuvre indiquée plus haut.

2° Propriétés du picro-carminate. — Le picro-carminate

.~ donne d’emblée des colorations multiples trés remarquables.

+ Les noyaux sonl teints en rose vif, le proloplasma en orangé ou

Fig. 7.
Coloration au picro-carmin (Epithélium du pharynx de la grenouille,
cellules caliciformes ; alcool au tiers, picro-carmin, glycérine),

o, orifice d'une cellule vide. — », réticulum d'une cellule remplie de mucus,
Stiassnie, ocul. 2, object. 3,

en jaunitre, les fibres musculaires lisses et strices en rouge-
orangé trés caractéristique, les substances cornées et les fibres
¢lastiques en jaune citron vif, les faisceaux connectifs en rose
pile.

[l importe de bien se rappeler ce que nous avons dit plus
haut & propos de I'action de I'eau et de celle de 'alcool sur ce
reéactif,

Toutefois il ne faut pas oublier que lors méme qu'il ne
donne pas toules les différenciations que I'on peut en attendre,
il constitue un excellent carmin que I'on peut employer i
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ce titre seul de colorant carminique, donnant aux objets des
teintes rouges variables. Il est fréquemment employé ainsi par
Raxvier apres fixation par la liqueur de Miller ou par lacide
chromique, Dans ce cas, la coloration une fois faite. on lave a
I'eau et on peut monter dans le baume (voy. particulierement
les résultats de cette méthode de eoloration & propos du tissu
nerveux, p. 347).

3° Indications du picro-carmin. — Ce reaclif donne les
meilleurs résultats apres les fixations par I'alcool. On peut aussi
I'employer apres le liquide de Kleinenberg, le sublimé, les
vapeurs osmiques, le formol, mais il convient moins bien aprés
la liqueur de Miiller et le liquide de Flemming. Pour |'étude de
la peau il fournit des colorations vraiment admirables & cause
de la multiplicité des teintes qu’elles présentent; c'est sur de
telles préparations que 'on peut le mieux se rendre compte des
réactions ordinaires de cette matiére colorante et des altéra-
tions qu'y apportent I'eau ou 'alcool.

Le picro-carmin donne aux tissus des teintes un peu plus
piles que les antres colorants cilés ici, aussi lorsqu'on a affaire
i des coupes trés minces, faut-il colorer aussi fortement que
possible, sil'on veut pouvoir les observer facilement. Pour les
préparations plus épaisses, telles que celles que l'on fait apres
durcissement 4 la gomme ou au collodion, la coloration est
toujours assez vive.

§ 4. — COLORATION A LA SAFRANINE

Pour colorer a la safranine on se sert de la solution indiquée
page 64 (safranine alcoolique et eau anilinée).

1° Mode d’emploi. — Comme le temps pendant lequel le
colorant doit agir est long, on met ce dernier dans les cuvetles
de porcelaine drainures dont nous avons parlé. Les coupes col-
lées sur la lame, débarrassées de la paraffine et du xylol, lavées
a l'alcool & 909, peuvent étre portées directement dans la cuvette,
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sans hydratation préalable, la safranine étant soluble dans
I'alcool ne précipite pas i leur contacl.

On les laisse dans le bain de safranine pendant vingl-quatre
ou quarantezhuit heures, puis on les retire de ce bain de
matiere colorante qui peut servir plusieurs fois de suite,
~On les lave a lalcool & 90°, qui enléve de grandes quantités
" de safranine, on essuie la lame et I'on achéve la coloration
en lavant les coupes avec de 'alcool & 90° légérement acidulé
(1 ou 2 gouttes d'acide chlorhydrique pour 100 centimétres
cubes). L'acide a la propriété de fixer définitivement la safra-
nine sur les parties qu'elle doit colorer, de la localiser,
et de faire disparaitre I'exceés de maliere colorante. Apres ce
lavage a l'alecool acidulé on lave de nouveau a Taleool pur,
puis on monte dans le baume, si l'on veul se contenter de la
seule coloration donnée par la safranine. Il importe de bien
enlever par I'alcool toute trace de Tacide employé aupara-
vant, sans quoi la préparation se décolorerait ultérieurement,

2° Propriétés. — La safranine est un colorant nucléaire tres
net qui donne a la chromatine une teinte d'un rouge brillant,
tres agréable et trés lumineuse. Elle colore les globules rouges
du sang. Elle donne & certains mueus une teinte brune plus
o moins fonceée,

3¢ Indications. — On peul employer la safvanine aprés tous
les fixatenrs, maiscomme son action est assez lente, on laréserve
plutét pour les cas o elle est pour ainsi dire indispensable,
| par exemple pour les piéces fixées par 'osmium et Facide chro-
migque, ou par le liquide de Flemming; dureste celte remarque

n'a rien de restrictif pour son emploi.

~ Leplussouventon faitavec lasafranine une double coloration,
en employant comme couleur de fond acide picrique, I'éosine
IForange G ou le vert lumiére, L'acide picrique est i rejeter
voy. plus haut), I'éosine se rapproche trop par sa couleur de
| la safranine pour donner de bien bons résultats. Lorange
donne une teinle de fond assez agréable, mais sur laguelle
la safranine ne lranche pas assez. La meilleure couleur i

| PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 12
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combiner avec la safranine est certainement le vert lumicre,
ainsi que I'a proposé BExps.

§ 5. — COLORATION A LA SAFRANINE ET AU VERT LUMIERE

Les coupes sont colorées comme il vient d'étre dit par un
séjour de vingl-quatre & quarante-huit heures dans le bain de

Coloration par la méthode
de Benda (rein de la
salamandre).

te, lissu conjonelil. — @,
novaux des eellules rénales.
Sliassnie, ocul. 2, objecl. 5.

safranine. Retirées de ce bain, elle
sont lavées a 'alcool & 90°. 1l ne faut
pas les laver & l'alcool acidulé, et
des quelles ont dégorgé dans I'al-
cool la plus grande partie de la
safranine qu’elles renfermaient, on
les recouvre de quelques gouttes de
la solution hydro-aleoolique de vert
lumiere. On laisse celle solulion en
contact avee elles pendant un temps
tres court, une demi-minute & deux
o trois minutes au maximum, puis
on 'enléve, on lave a l'aleool absolu,
on éclaireit par l'essence de berga-
mote et on monte au baume,

Celte coloration est assez difficile
d bien réussir, car le vert lumicre,
qui est acide, peut, s’il agit lrop
énergiquement, enlever toute (race
de salranine, mais en allant vite et
avec un peu d’habitude on arrive i
obtenir de bons résultals.

a. Propriétés de la coloration de Bexpa. — Getle coloration
est excellente, le fond vert quelle donne met en relief le rouge
brillant de la safranine, et offre lui-méme certaines différences
de tons importantes pour analyse. Ainsi le tissu conjonctif est
coloré en vert brillant, les fibres musculaires lisses el striées
offrent une teinte lilas plus oumoins nette, le protoplasma est
vert terne, et les fines structures cellulaires sont bien ises

en evidence,
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bh. Indications de cette coloration. — Celte double coloration
est d'un usage trés recommandable, et T'on devrait toujours
lessayer sur les coupes colorées i la safranine parce que
l'opposition du vert et du rouge donne de f(rés bons résul-
tats.

§ 6. — COLORATION A LA SAFRANINE
AU VIOLET DE GENTIANE ET A L’ORANGE G

Cette triple coloration a été proposée par FLEMMING; voic
comment on 'obtient :

Les coupes sont colorées pendant vingt-quatre & quarante-huit
heures dans le bain de safranine suivant le procédé indigqué
ci-dessus. Au sortir de ce bain, les coupes lavées simplement
d I'alcool & 90° sont porlées dans une cuvetle d rainures con-
lenant la solution de violet de gentiane indiquée page 65,
olt on les laisse une heure ou deux. Au bout de ce temps on
retire les lames de la solution qui peut servir plusieurs fois,
et on lave les coupes & 'eau distillée. Elles ont pris une teinte
d'un violet foncé uniforme assez opaque.

On verse alors sur elles quelques gouttes de la solution con-
cenlrée d'orange p. 66), auxquelles, au bout dune minute, on
ajoute de I'alcool absolu; immédialement des nuages violets
apparaissent dans le mélange d'aleool et d’orange qui baigne les
coupes, et ces dernieres se décolorent. On prend la lame de la
main gauche et on lui imprime divers mouvements qui ont
pour but de promener le liquide sur les coupes. On lave rapi-
dement & I'alcool absolu; dés que les coupes n'abandonnent
plus de nuages violels la coloration est achevée, et on peut
monter au baume, en éclaircissant par essence de berga-
mole et non par celle de givolle, qui décolore trop.

a. Propriétésde cetle coloration. — Lorsque cetle coloration est
réussie, el cela n’arrive pas toujours, la chromatine des noyaunx
est colorée en violet, certains nucléoles en rouge, le fond de
la coloration est jaune mais avec des Leintes variées, ainsi le lissu
conjonctil est jaune-orangé brillant, le protoplasma cellulaire
offre toutes les teintes du brun trés clair au brun acajou, les
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‘muscles sont bruns, la substance fondamentale des os est d'un
jaune-orangé tres vif,
b. Indications. — Cetle méthode peut étre employée couram-
ment. A vrai dire il est frés difficile de la réussir complétement,
mais lorsque laction de la safranine ne se montre pas, le seul

Fig. 59.
Coloration par la méthode de Flemming {coupe longitudinale
d'un os long en voie d'ossification).

p. périosle, — o, ostéoblastes i la surface de la substance osseuse. — co, cellules
osseuses. — so0, subslance osseuse. — mi, moelle, — v, vaisseaux. Sliassnie, ocul. 2,
object, 5,

fait de la coloration nucléaire par le violet de gentiane et du
fond par l'orange donne une coloration double qui répond
aux desiderata ordinaires. Si 'on est tres pressé, on peut sup-
primer le passage dans la safranine et porter les lames, aprés
lavage dans I'alcool, directement dans le bain de violet de gen-
tiane on elles resteront deux heures, puis apres lavage a l'eau
on les traitera par lorange comme il a été dit plus haut, on
aura double coloration & la gentiane et & l'orange, mais il
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vaut mieux suivre toute la série des matiéres colorantes indi-
quées, parce que la safranine alors méme qu'elle ne se montre
pas isolément sur certains éléments des cellules, contribue a
donner des teintes variables aux parties. Cetle coloration est
en effet plutot une coloration mixte qu'une coloration triple.

On peut d’ailleurs obtenir cette coloration dune maniere
rapide, en employant les solutions colorantes indiquées plus
haut. Pour cela, on plonge les coupes pendant un quart d’heure
dans la safranine, on les lave a ['alcool absolu, puis a 'eau; on
les mel dans le violet de gentiane pendant un quart d’heure,
Au boul de ce temps, onlave & 'eau, on traite par 'orange, et
on acheve comme ci-dessus. Cetle méthode rapide donne sou-
vent d'excellents résultats.

-

§ i, — GCOLORATION AU BLEU POLYCHROME

1° Mode d’emploi. — Des coupes fixées au liquide de Flem-
ming ou a nimporte quel aultre réactf, sont soigneusement
lavées & 'ean. On verse sur elles, avee un entonnoir muni
d'un filtre, quelques gouttes de bleu polychrome, On le laisse
agir pendant un quart d’heure au moins, ou davantage dans
quelques cas particuliers, mais en général il suffit d'un quart
d’heure & une demi-heure. Au bout de ce temps on l'en-
leve, on lave i 'ean distillée, les coupes sont colorées unifor-
meément en violet foncé. On dépose alors sur elles quelques
goutles de la solution étendue de glyceriniethermischung (eau
distillée 20 centimelres cubes, glycerinethermischung V gouttes)
qui dissoul certaines parties de la couleur, el laisse les autres
en place en modifiant leur teinte (différenciation). On peut
suivree la différenciation sous le microscope avee un objectif
faible, lorsqu’elle parait achevée on enléve le glycerinether-
mischung, on lave soigneusement & U'ean distillée, on enléve
cetle dermiere et on déshydrate rapidement par I'alcool absolu.
L'aleool décolore encore beaucoup les pitces, et compléte la
différenciation de la matiére colorante ; 4 cause de la décolo-
ration quil produit il imporle de surveiller son action et
daller vite. Des que la déshydratation est obtenue, ce qui pour
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des coupes Lrés minces ne demande pas plus de deux minutes,
pourva quon ait soin de renouveler I'alcool absolu, on peut
monterau baume. Pour cela on emploiera apres lalcool absolu
Fessence de bergamote qui décolore moins que l'essence de
girofle. Si méme on craignait de trop décolorer les coupes on
pourrait employer an lieu d’essence du xylol (voy. pour plus
de” détails au chapitre suivanlt). '

2" Propriétés du bleu polychrome. — Le bleu polychrome
donne a lui seul, comme le picro-carmin, des colorations mul-

L.Chatenier £a

Fig. 60.
Coloration au blen polychrome (mésentére de la salamandre).

ml, muscles lisses. — g, globule rouge nueléé, — i, noyau. Sliassnie, ocul. 2,
object, 8.

tiples trés belles. 11 colore les globules rouges dusang en vert
brillant, les noyaux en bleu pur, les granulations chromo-
philes des cellules nerveuses (granulations de Nissi) en bleu, les
granuiations du protoplasma de certaines cellules (mastzellen,
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cellules plasmatiques, clasmatocytes) en rouge-violet, les fibres
musculaires lisses et striées en vert, la mucine en rouge violacdé,

3° Indications du bleu polychrome. — Cette malticre
colorante est trés précieuse, elle est indispensable pour la
recherche des cellules & granulations (clasmatocyles), et en
dehors de ce cas on elle a une véritable valeur spécifique, elle
peut étre employée avec avantage pour toules sortes de prépa-
rations. Elle donne d'excellents résultals pour ['étude du sys-
teme nerveux central. Enfin elle offre la commodité trés grande
de colorer d'emblée des préparations qui demanderaient plus
de vingt-quatre heures pour élre teintes a la safranine el & ses
meélanges. Aussi quand on veut examiner rapidement pour faire
un diagnostic des coupes fixées a la liqueur de Flemming,
on les colore par le bleu polychrome, et en moins d'une heure
les préparations sont achevées el prétes pour I'examen.

§ 8. — REMARQUES ET REGLES GENERALES
POUR LA COLORATION DES COUPES

Le lecteur aura sans doute remarqué que le mode de colo-
ration n'est pas tout & fait le méme, suivant que 'on emploie
le carmin et 'hématéine ou bien les couleurs d’aniline. Les
premiers teignent en effet certaines parties de la préparation
seulement, et n'ont pas de tendance a surcolorer (I'hématéine
ne fait pas exception a proprement parler); la coloration
s'obtient par action directe du colorant sur les éléments, et
elle arrive d’elle-inéme au point convenable. Cest ce que 'on
appelle la coloration progressive. Les lavages (eau, glycérine)
que on fait subir & la préparation n'ont pour but que d’¢loi-
aner la couleur libre, non fixée.

Les secondes colorent au contrairve diffusément toute 1'éten-
due de la préparation et ne se localisent comme il convient
quapres l'action de certains réactifs. Ainsi la safranine n’est
parfaitement localisée sur les noyaux quaprés les lavages a
Falcool acidulé ou bien au vert lumiere (acide), le violet de gen-
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tiane apres Porange (acide), le bleu polychrome apres le gly-
cerinathermischung. i

Par ces traitements conséculifs, la coloration est en quelque
“sorte ramendée en arriere, en meéme temps qu'elle se localise
el se précise, cest ce que l'on appelle une coloration régres-
sive.

Les régles géndrales suivanles peuvenl rendre des services
pour la coloration des coupes.

19 11 faut prendre pour [aire les solutions colorantes des
malitres premieres aussi pures que possible et que l'on a
éprouvées sol-meéme. Toutes les fois quun produit ne donne
pas satisfaction, il faut le rejeter et en faire venir un autre.
Nadresser pour cela & des marques connues,

20 Les solutions doivent étre failes bien exactement au titre
indigqué . Celles qui renferment de 'eau anilinée (safranine
violel de gentiane) ne peuvent servir pendant plus d'un mois.
Toutes doivent toujours élre conservées & l'abri de la poussiére
el des moisissures,

3° On doit toujours éviter de melttre une solution colorante
i base d'eau au contact d'une coupe imprégnée dalcool parce
qu'il pourrait se former un précipité ; il faut hydrater d’abord
la coupe. De méme, la coloration une fois faite, il faut laver &
I'ean si la matiere colorante est dissoute dans 1'eau, &4 I'aleool
si la solulion colorante est alcoolique.

4° Les lavages simples a I'eau, ou ceux qui donnent une dif-
férencialion (couleurs d'aniline) doivent toujours étre fails
avec le plus grand soin, jusqu'a ce qu'il ne s'échappe plus de
nuages de couleur. Sans cela il y aura des précipités, ou bien
des nuages se formeront plus tard dans la préparation et la
gileront.

50 11 faut toujours colorer les coupes d'une meéme piece par
différentes mdéthodes. Le mieux est d'employer 'hémaléine
el I'éosine, la coloration de Benda, celle de Flemming et celle
au bleu polychrome. Ces coloralions se completent les unes
par les autres el donnent d’excellents résultals. On est souvent
frappé en opérant ainsi des facilités que cela donne pour Fana-
lyse histologique, et ces facilités liennent a de petits délails en
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apparvence insignifiants, comme les teintes particulieres que
prennent les tissus, et qui par leur combinaison ou par leur
opposition dans ces différentes colorations permetient de
trancher des questions difficiles,

8 9. — COLORATION EN MASSE ET SOUS LAMELLE

Au lieu de colorer des coupes, on peut d’abord colorer la
piece en masse, puis U'inclure et la couper ensuite. Les colo-
rants qui conviennent le mieux pour cel usage sont le carmin
aluné et le carmin boracique.

1° Coloration en masse au carmin aluné. — La piece
aprés fixation a l'aleool, & la liqueur de Kleinenberg, a la
liqueur de Miller, au sublimé¢, est hydratée convenablementl
apres passage dans des alcools de titre décroissant. Lorsqu’elle
est bien imbibée d’eau on la porte dans une boite de verre ren-
fermant ducarmin aluné en quantité suflisante pour larecouvrir.
On I'y laisse pendant vingl-quatre heures an moins, puis on
la porte dans l'eaun. Elle laisse échapper des nuages de carmin
et se lave peu a peu. On change l'ean fréquemment, et lorsque
la pi¢éce n'abandonne plus du tout de matiére colorante, on la
retire de 'eau. La coloration est achevée dans toule son épais-
seur, et grice au lavage, le carmin est lixé seulement sur les
cléments quiil doit teindre,

On déshydrate alors la piece en la passanl dans des alcools
successifs a 70, 909, puis dans l'alcool absolu, aprés quoi on
Finclutd la paratline en suivant le procédé ordinaire. Les coupes
sont élalées sur I'eau chaude, collées sur la lame et séchées.
On enléve alors la parafline par le xylol et si I'on se contenle
de la coloration donnée par le carmin aluné, on peut mettre
du baume sur les coupes imbibées de xylol, recouvrir d'une
lamelle, et Ia préparation est achevée, La longue série de mani-
pulations exigées pour la coloration est supprimée.

St Fon veut faire agir, en outre du carmin, un colorant plas-
maltique, on choisira lalecool éosiné, et voici comment on 'ap-
pliquera. Les coupes une fois débarrassées de la parafline par
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le xylol, sont bien lavées & I'alcool absolu. On les recouvre
d'alcool ¢osiné ou on les plonge dans un bain de ce colorant,
contenu dans la cuvette & rainures. La coloration faite, on les
lave & l'alcool absolu, on ajoute une essence, puis on monle
au baume. _

Le carmin aluné est un excellent colorant en masse parce
quil est trés pénétrant et qu'il ne surcolore jamais. On peut
employver avec fruit la méthode que nous venons de décrire
pour I'étude de coupes d’embryons ou de petils animaux,
chez lesquels on s'occupe plutét d'anatomie microscopique
que d’histologie. Elle est trés rapide el supprime bien des
opérations pendant le cours desquelles les coupes peuvent
toujours étre détériorées.

2° Coloration en masse au carmin boracique. — Dans
ce cas la piéce n'a pas besoin d'étre hydratée, il suflit de la
passer dans un alcool de titre voisin de celui de la solution
colorante. L'alcool & 70° convient trés bien. Au sortir de cet
alcool la pieéce est portée dans un bain de carmin boracique
dans lequel elle reste de quelques heures & un jour, suivant
sigrosseur, mais en général trois ou quatre heures suflisent. Au
hout de ce temps elle est colorée en rouge ou en rose foneé uni-
forme. On la porte alors dans une boite de verre contenant de
I'aleool & 700 légérement acidulé par l'acide chlorhydrique (2 4
3 gouttes p. 100 centimetres cubes d'alcool) et on la remue
fréquemment avee la spatule de platine pour faciliter la diffu=-
sion des liquides. La piece émet de trés faibles nuages de car-
min, sa couleur devient plus brillante et comme transparente.
On remplace alors I'alcool acidulé par de l'alcool & 70° dans
lequel on lave la picee a plusieurs reprises alin d’enlever toute
trace d’acide, puis on la porte dans de I'alcool a 90° et on
acheve la déshydratation par l'alcool absolu. On inclut dans
la parafline, on coupe, on étale les coupes sur 'eau chaude,
on seéche et on enléve la parafline aa xylol, puis on peut
monter directement dans le baume. En effel, le carmin bora-
cique est un colorant un peu diffus, le lavage a I'alcool aci-
dulé a justement pour bul de remédier & cet inconvénient en
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~fixant plus énergiquement la couleur sur les noyaux et en I'en-
levant en partie du fond des tissus sur lequel elle est moins
solidement lixée, mais la coloration reste toujours double, plas-
matique el nucléaire. Une seconde coloration est donc inutile.

Fig. 61.
Coloration au carmin boracique (tissu muqueux de la cqueue d'une
larve de triton).

¢, cellules éloilées du lissu. — chy, chromoblasle, Sliassnie, ocul. 3, objecl. 6,

a. Propriétés du earmin boracique. — Le carmin boracique
colore en rouge brillant la chromatine des noyaux, il teint
moins fortement le protoplasma, mais le colore cependant
assez dans la plupart des cas pour permettre de suivre ses
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prolongements. Comme il donne au protoplasma des diverses
especes de cellules des tons un peu différents, il permet de
distinguer assez bien les organes ou les différents groupes
cellulaives les uns des aulres, et cette propriéfé est particu-
licrement importante pour les préparations de blastodermes
dont il est parlé ci-dessous et page 414,

b. Indications de la coloration au carmin boracique. — Par ce

Fig, 62,
Blastoderme de poulet de 23 heures (ligne primitive, photographie).

fait méme qu'elle teint les noyaux plus vivement que le fond
des coupes, la coloration au carmin boracique réalise une
double coloration, et cela suflit pour que son emploi soit re-
commandé dans nombre de circonstances. Mais il est un cas
particulier dans lequel cette coloration donne des résultals si
précienx que je lui consacrerai un paragraphe spécial : il s'agil
de la coloration d’embryons ou de pelits animaux destinés a
élre montés entiers sur une lame de verre.

¢. Coloration d’ embryons ouw de petits animawr. — A coté des
coupes il y a grand avantage a posséder des préparations d’étres
assez pelils pour élre conserves entiers, et suthsamment lrans-
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parents pour permettre d'étudier leur structure. On peul ainsi
faire des collections d’embryons de vertébrés ou danimaux
invertébrés de petite taille, montés en préparalions perma-
nenles que 'on pourra examiner méme a Faide de grossisse-
ments assez forts, el qui constituent des matériaux d’étude
inappreéciables,

Le meilleur réactif colorant pour, ces sortes de préparations
est le carmin boracique, sa trans-

parence se préle bien a lexameno ::..7,-&—\ ' : ki
de pieces souvent épaisses; daulre 3 gt \\
part, grice  ses propriétés de colo- S
rant plasmatique il teint les cellules
de maniere & bien indiquer leur
groupement en organes, el mieunx
que tout autre il permet de se ren-
dre compte a un faible grossisse-
menl de Panatomie d'un étre quel-
~conque, Je possede une colleclion
d’embryons de poulet sériés depuis
la seizitme heure jusqu’an troisicme
jour de 'incubation, colorés an car-
min boracique et sur lesquels les
détails de la structure se voient ad-
mirablement. , g ]‘:III|H'}.'HH de }HHIIPT. ile

On montera de méme en enlier 40 heures (photographie).
apres coloration au carmin bora-
cique la quene des larves de batraciens pour étudier les vais-
seaux (pointes d’accroissement), U'iris incolore du lapin albinos,
le mésentere du lapin, du chat et toute une série d’organes
minces qu'il est utile d’observer dans leur ensemble. La limite
de I'épaisseur que l'on peut donner i ces préparations est
indiquée par ce fail quun embryon de poulet de trois jours
ainsi preépareé peul étre encore facilement étudié,

Pour laire ces préparations, les embryons on les animaux
choisis sont lixés par le liquide de Kleinenberg et colorés au
carmin boracique exactement comme il a été dit plus haut.
On suit au microscope la décoloration par I'alcool acidulé.
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lorsqu'elle est achevée on lave plusieurs fois a 'aleool & 700, on
déshydrate par alcool & 90¢ puis par I'aleool absolu, on passe
dans 'essence de girofle et on monte au baume, Dans le cas on
la préparation est un peu épaisse, il est bon de mettre sous les
angles de lalamelle de petites cales en papierou en carton mince
qui soutiennent cette derniere et 'empéchent de basculer.

3° Coloration sous lamelle. — Il peut étre utile dans
certains cas de colorer des animaux de petite taille ou des
cellules dissociées placés dans du sérum arlificiel ou dans
'eaun et recouverts d'une lamelle, et cela sans enlever cette
dernitre de peur de détruire la préparation. Dans ce cas
on emploiera de préférence comme matiere colorante le picro-
carmin et on agira de la maniére suivante : Sur un des cotés
de la lamelle on place un petit carré de papier filtre qui enléve
le liquide placé sous elle. On détermine ainsi un courant par
lequel du picro-carmin qu'on a préalablement placé sur le
bord opposé est attiré sous la lamelle el vient baigner les
cellules. Lorsque le picro-carmin s’est entiérement substitué
au premier liquide, on place la préparation dans une chambre
humide et on attend que la coloration se fasse. Quand celle-ci
est suffisante, on enléve le picro-carmin par le méme pro-
eédé du carré de papier filtre, et on le remplace par de la
glycérine, On fait passer la quantité de glycérine nécessaire
pour bien laver, en établissant un courant & l'aide de I'aspira-
tion par le papier Joseph, puis la préparation est achevée, on
peut la luter. Pour plus de détails sur cetle phase de Fopéra-
lion, voyez page 198,

CHAPITRE ¥

MONTAGE DES PREPARATIONS

Le montage est la dernitre des opéralions nécessaires pour
faire une préparation histologique. 1l a pour but de rendre la
préparation permanente en la mettant & l'abri des causes
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ordinaires de destruction, et de donner aux coupes la trans-
parence nécessaire pour les étudier au microscope.

Les principes suivants régissent la question du montage des
préparations : 19 il faut que les objets préparés soient placés
dans un milien d'une réfringence appropriée i leur degré de
transparence ; 2° il faul que ce milieu soit susceplible de les
mouiller et de les imbiber; 3° il faut entin qu’il soit conserva-
teur, c¢'est-d-dire qu’il maintienne les objets dans I'étlat on ils
étaient au moment ot on les a montés, en sopposant a la
putréfaction ou & toute autre modification physique ou chi-
mique.

LLes objets qui ont une certaine épaisseur et ceux qui pré-
sentent une certaine opacité naturelle ou résultant d'une
coloration devront étre montés dans un milien d'une réfrin-
gence élevée et voisine de celle du verre, tel que le baume
ot les résines. La nécessité de cette haute réfringence résulle
de ce que I'ensemble de la préparation doit, dans ce cas, pour
se trouver dans les meilleures conditions opliques, représenter
un milien sensiblement homogene au point de vae de la
réfraclion. On sait en effet que, lorsque les rayons lumineux
lraversent un milien composé d'éléments divers d'inégale ré-
fringence, ils éprouvent des déviations nombreuses qui les
¢cartent les uns des autres et les dispersent dans différents
sens, de telle sorte que la quantité de ceux qui sont recueillis
par la lentille frontale de lobjectil se trouve notablement dimi-
nuée et ne peut donner naissance, avec les préparations peu
transparentes, qu'a des images peu éclairées el mal définies.
Au contraire, lorsque les rayons traversent un milien & peu
pres homogene, ils se poursuivent sans grands changements
de direction ni pertes appréciables, el arrivent en grand
nombre i l'objectif gqui les condense en images qui sont alors
claires, lumineuses el bien déterminées, Or, comme il entre
dans la constitution d'une préparation deux éléments indis-
pensables, la lame et la lamelle, qui ont une réfringence
déterminée, on est bien obligé, si 'on veul réaliser les condi-
tions d’homcgénéité nécessaires avec les corps fortement
colorés dont nous nous occupons, de choisir un liquide d'in-
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terposition d'une réfringence se rapprochant de la leur, ¢'est-
d-dire de celle du verre.

Pour les objels fins, déliés, (rés transparents et non colora-
bles, dont les détails se perdraient dans 'abondante lumiére
lransmise par les mihieux précédents, il convient de choisir
des milieux plus faiblement réfringents, tels que 'eau, 'albu-
mine, la gélatine, diverses solutions aquenses, ete., qui, en
modérant la quantité de lumieére qui parvient a 'objectif, pla-
cent ces objets dans des conditions de visibilité plus favorables
que les premiers milieux.

Quel que soit d'ailleurs le degré de transparence des piéces,
il faut que le liquide dans lequel elles seront montées soil sus-
ceptible de les mouiller et de les imbiber complétement en
s'insinuant jusque dans leurs moindres lacunes, sans quoi il
se produirait dans leur intérieur méme, et sur la limite qui
les sépare du milien qui les entoure, des réflexions totales de
rayons et des pertes de lumiere qui géneraient l'observalion.

Mais en méme temps le miliew employvé doit conserver les
pitces. En effet, observation histologique est assez délicate
pour que Pon ait besoin de revoir les préparations a plusieurs
reprises; de plus, il serait tres fichenx de ne pouvoir conserver
des pitces qui forment une précieuse collection anatomique.

On a trouvé un grand nombre de substances qui répondent
plus ou moins bien aux desiderata indiqués ci-dessus. Beaucoup
de formules ont é1é données dont quelques-unes peuvent rendre
des services dans certains cas, mais, en fait, on ne se sert
couramment que de deux sortes de milieux. Ce sont les résines
et la glycérine,

Nous étudierons d’abord le montage dans les résines,

§ 1. — MONTAGE DANS LES RESINES OU DANS
LE BAUME DU CANADA

l.es résines sont des substances transparentes, solubles dans
le ehloroforme, le xylol, les huiles essentielles, insolubles
dans l'eau et précipitées par T'alcool sous la forme d'une
substance blanchitre. Celles que 'on emploie en histologie
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sont le baume du Canada (qui malgré son nom de baume est
une résine) et la résine dammar,

Le baume du Canada s'emploie dissous dans le xylol ou
dans le chloroforme ; sous cetlte derni¢re forme (baume au
chloroforme) il est particulitrement utile pour monler les

. préparations  renfermant des graisses teintes par lacide
osmique.

La résine dammar est dissoute dans la térébenthine et dans
la benzine (voy. la formule p. 68).

Quelle que soit la résine choisie, sa solution doit éire parfai-
tement limpide et d'une fluidité telle, que prise au bout d'une
baguette de verre, elle tombe lentement goutte i goulte sans
s'étirer en filament. Si, 2 la longue, cette fluidité disparaissait
par suite de I'évaporation, on la raménerail au point voulu
en ajoutant un peu du dissolvant qui a servi a faire la solulion.

L'emploi des résines comme milieu réfringent et conservateur
nécessite une série d'opéralions que I'on peut grouper en
trois temps : 1¢ déshydratation des pigces ; 2° pénétration par
une essence, — éclaircissement ; 3° montage proprement dil.

1° Déshydratation. — Toule piéce quel’on veut monter dans
une reésine doit ¢tre au preéalable parfaitement déshydratée par
 des passages successifs dans des alcools de litre progressive-
- ment croissant, puis dans I'alcool absolu. La déshydratation
-doit étre compléte, sans quoi la piéce ne se laissera pas pené-
| trer par l'essence au temps suivant, et se ratalinera ou se
déformera.

Les coupes minces sont déshydratées aprés quelques
iminutes de séjour dans l'alcool absolu, les piéces un peu
| épaisses, un blastoderme de poulet au troisiéme jour de l'in-
i cubation, par exemple, demandent au moins une heure de
sséjour dans le méme liguide.

.~ 2° Pénétration par une essence, éclaircissement. —
iiLes pieces déshydratées par I'alcool absolu ne peuvent pas étre
1mises en contact avec les résines, car 'alcool qu’elles renfer-
nment précipiterait ces dernieres. Elles doivent étre au préalable

| PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 13
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baignées dans un liquide qui se substitue & I'alcool et qui soit
miscible & larésine. Plusieurs liquides possédent ces propriétés,
ce sont entre autres le xylol et les huiles essentielles. Parmi ces
dernieres nous ne citerons que les essences de girofle, de ber-
gamolte et d'origan qui sont plus particulitrement employées.

Nous indiquerons d’abord leurs propriétés.

L'essence de girofle a la propriété de ne pas trop s'étaler
sur la lame de verre et de rester ramassée en une goutte i la
place ot on I'a mise ; & cause de cela elle baigne facilement les
coupes sur lesquelles on I'a déposée et les pénétre aisément,
Elle a le défaut de décolorer parfois les préparations, et
notamment celles qui ont été colorées avec I'éosine ou avee
d'autres couleurs d'aniline. Toute essence de girofle qui
décolore fortement les pitces doit étre rejetée. Lorsque celle
que I'on posséde ne décolore pas trop énergiquement, on peut
s’en servir avec avantage, car c¢’'est un excellent réactif. 8i I'on
craint que son action décolorante se prolonge aprés le montage,
on peut l'arréter en chassant I'essence par du xylol lorsqu'elle
a bien pénétré les coupes,

L’essence de bergamote s'élale sur les lames de verre en
formant une couche trés mince, on ne pourra donc pas
I'employer pour pénétrer un objet un peu épais qu'elle ne
recouvrirait pas. Elle décolore moins que I'essence de girofle,
et a ce titre doit lui étre préférée toutes les fois que 'on redoute
une décoloration trop forte, par exemple dans les colorations
au bleu polychrome.

L'essence d'origan reste ramassée sur la lame comme
I'essence de girofle, elle ne décolore pas du tout I'éosine, et &
cause de cette propriété elle doit étre employée dans la
double coloration & I'hématéine et i I'éosine.

Ces trois essences sont également utiles. Avec les indica-
tions ci-dessus il est facile de décider laquelle on doit em-
ployer dans un cas donné.

Quelle que soit celle que I'on a choisie, le mode d’emploi
est le méme. Lorsque les coupes sont bien déshydratées, on
enléve 'exces d'alcool sans les toucher, on verse sur elles quel-
ques gouttes de I'essence et 'on attend quelques minutes au
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bout desquelles celle-ci s'est entierement substiluée a1 alcool
et impregne parfaitement les coupes.

Non seulement les essences permettent la pénétration de la
pitce par la résine, mais encore elles lui donnent une grande
transparence qui les a fait dénommer souvent agents éclaireis-
Sanls.

['éclaircissement gqu’elles produisent s'explique aisément par
leur réfringence qui est comme on sait, tres élevée. En péné-
trant la piéce et en s'incorporant & elle, elles suppriment les
réflexions totales qui se produisaient par le passage des rayons
lumineux i travers les éléments histologiques et I'alcool inter-
posé, doué d'une réfraction beaucoup plus faible que la leur,
parsuite, elles donnentala préparationune clarté quifrappe tout
d’abord. Aussi les auteurs désignent-ils cette phase du mon-
tage des pi¢ces sous le nom d’'éclaircissement. En réalité, il n'y
a pas & envisager que 'éclaircissement seul, mais encore le
fait de rendre possible le montage dans la résine, ce qui est en
somme le but cherché. D'autre part, 1'éclaircissement produit
par les essences est assez grand pour rendre suffisamment
transparent un objet aussi épais quun embryon de poulet de
3 jours, il a done une réelle importance et rend de grands
services dans I'étude des préparations,

A la rigueur, les essences dont nous venons de parler pour-
raient constiluer le milieu réfringent et conservateur néces-
saire au montage des pitees, mais & cause de leur fluidité il
serail assez difficile de les emprisonner sous la lamelle et sur-
tout de les y maintenir. Il est donc préférable d’employer
comme milien définitif un corps jouissant des mémes pro-
priétés, mais susceptible de se solidifier autour de la pitce de
maniere & ne plus permettre ni déplacement de la lamelle ni
pénétration de bulles d’air sous cette derniére. Les solutions
résineuses sus-indiquées répondent parfaitement & ce but,

Remarques pour le traitement par les essences des coupes au
collodion. Dans -ces coupes, il faut éviter de déshydraler avee
I'alcool absolu qui dissout le collodion, et surtout d'employer
I'essence de girofle qui le dissout bien plus énergiquement
encore. Yoicl comment on procede, On déshydrate par un long



196 METHODES GENERALES

séjour dans I'alcool & 90°, puis on éclaireit parl'essence de ber-
gamote qui ne dissout pas le collodion, mais qui a I'incon-
vénient de rétracter un peun la piece. Aussi on peut employer
encore le procédé de WeicerT. Apres déshydratation dans I'al-
cool & 90°, on traite les coupes par un mélange de trois parties
de xylol et d'une partie d’acide phénique anhydre, oun encore
de deux parties d’huile d’aniline et d'une partie de xylol, puis
par le xylol pur, et on monte dans le baume au xylol.

3° Montage. — Lorsque l'essence a parfaitement pénétré
les coupes, on l'enléve, en la faisant couler sur la lame con-
venablement inclinée. Si l'on veut arréter net son action déco-
lorante avant de monter la préparalion, on verse sur les
coupes quelques goutles de xylol qui se substituent & elle,
mais en général cela n’est pas nécessaire, el aussitot 'essence
écoulée, on la remplace par une ou deux gouttes de la solu-
tion résineuse choisie portées sur la lampe de verre al'aide d'un
agitateur plongé dans le flacon de baume ou de résine.

On a essuyé¢ d'avance une lamelle de dimensions appro-
prices a celles de la préparation a recouvrir. On la prend
de la main gauche par la tranche alin d'éviter de la ternir
avec les doigls, et on dépose sur sa face tournée en haut,
une goutte de la résine. Prenant alors la lamelle de la main
droite, et toujours par sa tranche, on relourne en bas le colé
sur lequel est déposée la résine, et on la rapproche de la
lame, en la maintenant parallélementd cette derni¢re. Bientot
la résine placée i la face inférieure de la lamelle touche celle
qui recouvre la coupe, et on peul laisser la lamelle tomber
doucement & plat sur la lame. La résine placée entre elles
deux s'étale régulicrement i partir du centre en chassant devant
elle 'air qui pourrail exister entre les deux lames. Ainsi est
évitée, dans la majeure partie des cas, la formation des bulles
d’air, qui, lorsqu’'on n’a pas pris les précautions indiquées,
se produisent souvent au sein de la résine ou sur la coupe.
Du reste, en employant des solutions résineuses fluides, on n’a
gutre & craindre les bulles d’air; si quelques-unes se forment,
malgré toutes les précautions prises pour les éviter, il est
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facile de les chasser en inclinant convenablement la prépa-
ation, de plus, si elles sont pelites, elles disparaissent géné-
ralement delles-mémes, en se dissolvant dans la résine,

La résine placée entre la lame et la lamelle se séche peu &
peu, devient solide et maintient suffisamment les deux verres
en place pour qu'il ne soit pas nécessaire de mellre autour
de la lamelle une bordure ou un lutage, comme on doit le
faire si 'on monte & la glycérine. Il importe de surveiller les
préparations, surtout celles ¢ui sont épaisses, pendant quel-
(ques jours, parce que la résine en séchant se rétracle et par
suite entraine la pénétration de flaques d’air sous la lamelle.
Pour remédier & cet inconvénient on dépose une goulle de
résine sur le bord de la lamelle, au voisinage de la bulle d'air,
elle pénétre par capillarité el remplit exactement le vide.

Le plus souvent on n'attend pas que la résine séche lente-
ment, et 'on active sa dessiccation en chauflant les coupes sur
une éluve portée a 40° environ. Au bout de quelques heures
la résine est parfaitement dure et les lamelles bien fixées
ne peuvent plus étre déplacées. Cette manceuvre doit étre
employée toutes les fois que I'on désire étudier de suite avec
un objectif & immersion des préparations que 'on vient de
faire ; s1 on ne desséchait pas ainsi la résine, la lamelle res-
terait mobile pendant plusieurs jours, et comme elle doit étre
essuyée apres l'immersion, ce moyen d’étude ne pourrait étre
employé.

Les préparations montées au baume sont d'une conserva-
tion indéfinie.

4° Avantages et inconvénients du montage des coupes
dans une résine. — Le montage dans les résines offre des
avantages considérables, aussi se généralise-t-il de plus en
plus. Il assure une conservation indéfinie des préparations,
sans qu'il y ait besoin de surveiller ces dernitres, tandis que
les imperfections des luts employés pour border les prépara-
tions faites a la glycérine oblige & une surveillance conti-
nuelle, qui ne sauve pas toujours les pitces.

Les préparations montées au baume sont au contraire tres
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solides, on peut les transporter, les faire voyager sans crainte
d'accidents. Elles supportent bien mieux que celles qui sont
montées dans la glycérine l'essuyage de la lamelle néces-
saire apres observation a 'aide d'un objectif & immersion.

Enfin le montage dans les résines donne aux coupes une
trés grande transparence, & cause de la grande réfrangibilité
du milieu. Cest méme 14, sous certains rapports, un inconvé-
nient, car souvent des structures tres fines, si elles ne sont pas
fortement colorées, disparaissent dansla résine, comme y dis-
parait un bdton de verre, par suile de 'identité presque com-
plete entre leur propre indice de réfraction et celui du milieu.

Lorsqu'on monte dans une résine dissoute par'le xylol ou
I'essence de térébenthine des coupes contenant de la graisse
imprégnée en noir par 'acide osmique, le dissolvant de la
résine dissoul aussi la graisse osmiquée. Cetle derniere se
répand dans la préparation sous la forme de nuages noirs, plus
on moins épais, qui obscurcissent les coupes au point de les
rendre parfois inutilisables. On peut éviter cet inconvénient en
se servant de baume dissous dans le chloroforme, ou bien
d'une solution au xylol trés épaisse, ou encore de baume rendu
liquide par la chaleur. La quantité de dissolvant libre étant
alors nulle ou trés petite ne peut dissoudre la graisse.

R

9. — MONTAGE A LA GLYCERINE

On peut employer comme milieu réfringent la glycérine;
dans ce cas, la série des opérations nécessaires est plus courte
et ne comprend que deux temps : 19 le montage, 2° le lulage.

1° Montage. — Les coupes monlées dans la glycérine n'ont
pas besoin d'étre déshydratées préalablement et on peul les
recouvrir du milieu conservateur dés qu’elles ont été lavées i
I'eau, ou bien & la glycérine s'il s’agit d'une coloration au
picrocarmin.

En fait, pour ces dernieres que l'on peut prendre comme
exemple, le montage succeéde immédiatement aux lavages dont
il a été parlé plus haut (voy. p. 173). Dés que ces lavages a
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la glycérine sont terminés, on enléve soigneusement lexcés de
ce liquide, et on essuie la lame tout autour de la coupe, sans
toucher & cette derniére. Comme il importe pour la solidité du
lutage, dont il va étre question ci-apres, que la lame n'offre
pas la moindre trace de glycérine aux points sur lesquels repo-
sera le lut, il est bon, en enlevant la glycérine, de laver la lame
avec un linge trempé d'alecool qui la nettoie parfaitement.

On ne laisse sur la coupe quune trés petite quantité de
glyeérine, juste ce qu'il faut pour remplir avec une goutle de
glycérine qu'on mettra sur la lamelle (absolument comme on
le fait avec le baume) 'espace compris sous celte derniére. En
effet, lorsqu'on a placé le couvre-objet sur la préparation
exactement comme il a ¢té dit plus haut a propos de la résine,
si la glycérine dépasse trop la lamelle, on aura de la peine a
faire le lulage, et c’est pourquoi il faut s’habituer de bhonne
heure & reconnailre la quantité de glycérine nécessaire el suf-
fisante pour monter la préparation. Dés que la lamelle est en
place on procede au lulage,

2° Lutage. — Le lutage consiste & recouvrir les bords de
la lamelle dune substance solidifiable, le lut, qui s‘appuyant
a la fois sur la lame et sur la lamelle les unit 'une & Fautre
el enferme entre elles le ligquide conservaleur. Il y a une
infinité de luts, et aucun n'est parfait, mais cela a perdu
heaucoup d'importance depuis la généralisation du monlage
dans les résines. Nous employons depuis longlemps les deux
procédés de lutage suivants : @, lutage a la paraffine et a la cire;
b, lutage au baume du Canada.

a. Lutage a la paraffine el a la cire. — La lame et les
bords de la lamelle mise en place sont avant tout parfaitement
netloyés, parce que la moindre trace de glycérine empéche
une bonne adhérence du lut. Pour cela on peut se servir d'un
linge tres fin ou d'un pinceau trempés dans lalcool qui dissout
bien la glycérine, el laisse le verre parfaitement sec. On pro-
mene avec soin ce linge ou ce pinceau sur les bords de la
lamelle en ayant grande attention de ne pas la déranger, et
comme c¢'est la une opération délicate, il est bon d’avoir bien
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mesure la quantité de glycérine, alin qu'elle ne déborde pas.
L'essuyage fail, on prend le fer a luter (voy. fig. 32), on le
chauffe sur une flamme et on le place sur un morcean de
paraffine qu’il fond en partie. On 'enleve alors avee la paraf-
line liquide qui y adhére, et on l'applique sur le bord de la
lamelle, parallelement & ce dernier, mais reposant i la fois
sur la lame et sur la lamelle. La paraffine se porte sur le
verre el s’y fixe par le refroidissement. On recommence sur
les trois autres bords, el 'on oblient ainsi toul autour de la
lamelle une bordure plus ou moins continue, & cause des -
divers temps qu'il a fallu pour la constiluer. Mais alors,
réchauffant le fer & Iuter, on le proméne sur la paraftine, qui
enlre & nouveau en fusion, el dont on peut ainsi régulariser la
distribution, de facon a faire une bordure parfailement con-
tinue. Il faut pour cela employer peu de parafline et faire un
cadre bien régulier,

Si P'on ne désire pas conserver longtemps la préparation, ce
lntage a la paraftine suffit, mais dans le cas contraire on le
complete par adjonetion d'une bordure de cire. On se sert
d'une solution de cire & cacheter dans 'alcool 4902 qu'on étend
régulicrement avec un pinceau sur le cadre de paraffine, de
maniere i le recouvrir completement en dépassant un peu ses
bords. La solution de cire ne doit pas étre trop fluide parce
qu’elle s'étendrait sur la lamelle et la recouvrirait en partie.
La cire, une fois durcie par évaporation de l'alcool, protege
bien la paraffine el fait un assez bon lul, néanmoins il faut
surveiller les préparations qui sont souvent envahies par air.
Dans ce cas on enléve une petite quantité de la bordure vers le
point ot 'air a pénétré, on y place de la glycérine qui passe
par capillarité sous la lamelle, el remplit le vide; on enléve
I'exces de glyeérine, on nettoie et on lute & nouveau.

b. Lutage au bume. — On peut aussi luter rapidement au
baume. Il faut employer une solution un peu consistante dont
une goutle prise au bout d'une baguelte de verre s'élire un
peu avanl de tomber. A 'aide de la baguette de verre on étend
une pelite quantité de celte solution sur le bord de la lamelle
et on fait la bordure, Le baume en se desséchant forme un
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cadre solide, qui se craquele quelquefois, ce & quoi on remdédie
en ajoutant un peu de solution sur les fentes ainsi produites.
Ce mode de lutage est plus rapide que le précédent. Il est peut-
élre un peu moins sar,

3 Avantages et inconvénients du montage a la glycé-
rine. — Ce mode de montage est indispensable, avons-nous dil,
apres la coloration au picro-carmin, sil'on veul avoir toules les
réactions de cette maltiere colorante. Il est rapide, tres pra-
lique lorsqu’on veut simplement examiner une préparation qui
n'est pas deslinée & étre conservée. Dans ce cas il n'est pas
besoin de luter a la paraffine, et si I'on craint de voir glisser
la lamelle, on dépose simplement aux quatre angles de celle-ci
une goutte de paraffine qui la fixe suffisamment. On a ainsi
des préparalions temporaires (volantes, Garsixi) que 'on peut
observer pendant quelques jours et transformer an besoin en
préparations permanentes. La glycérine offre le grand avan-
tage, a cause de sa réfringence moindre que celle du baume,
de permeltre de voir certaines structures firés fines et peu
colorées, qui seraient pour ainsi dire noyées dans la grande
clarté donnée par le baume el resteraient invisibles. Cet avan-
tage doit méme étre recherché dans un certain nombre de
cas, par exemple lorsqu'on a affaire & des objets lrés transpa-
rents et non colorables. Il est préférable alors d'employer des
milieux beaucoup moins réfringents que le baume ou que le
verre, tels que 'aleool, 'eau et divers mélanges aqueux.

L'inconvénient de ce milieu, c¢'est que par suite de 'imper-
fection des luts, les préparations sont moins solides.

§ 3. — ETIQUETAGE DES PREPARATIONS

Une fois les préparations montées et lulées, s'il y a lieu,
on met & chacune une étiquette sur laquelle on éerit le nom
de l'organe, sa provenance et quelques indications générales
sur la fixation, la coloration, et les points intéressants que
peut présenter la préparation. Ces derniéres indications sont
particulicrement uliles. Toutes les préparations d'un organe
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ne présentent pas en effet avec la méme netteté certaines
particularités de sa structure, et lorsqu’on veul revoir une
préparation ou elles sont bien marquées, un mot placé sur
I'étiquette facilitera beaucoup les recherches. On posséde, par
exemple, parmi de nombreuses préparations de peau, une
coupe sur laquelle les longs filaments unitifs de Ranvier se
voient particulitrement bien dans le corps muqueux. 1l sera
bon de I'indiquer sur I'étiquette pour pouvoir la retrouver ins-
tantanément.

Ce mode d'éliquetage est bien supérieur a I'emploi d'un
simple numéro d'ordre, dont on ne peul comprendre la signi-
fication qu'en se reportant & un cahier qui est exposé i élre
perdu ou détruit, et sans la possession duquel les prépara-
tions numérotées ne peuvent étre utilement consultées dans
une collection publique ou dans celle d'un laboratoire, desti-
née a étre transmise de mains en mains.

Les étiquettes gommeées ordinaires adherent treés mal aux
porte-objets dont elles se détachent souvent., On a proposé de
les coller avec le mélange suivant, plus résistant que la gomme :
on fait dissoudre 100 grammes de gomme arabique dans
250 grammes d'eau, et 'on ajoute 2 grammes de sulfate d'alu-
mine cristallisé, dissous dans 20 centimétres cubes d'eau,
BorLes LeE et HExNEGUY,

Au lieu détiquettes qui se détachent parfois, on peul em-
ployerl'inscription directe sur le porte-objet i l'aide de l'encre
de vitrier.

§ 4. — RECAPITULATION DES MANIPULATIONS

Comme les différentes opéralions nécessaires pour faire une
préparalion sont triés nombreuses et que leur description a éte
trés longue, il est bon d'en placer sous les yeux un tableau
récapitulatif.

Jai choisi pour faire ce tableau le cas olt les manipulations
sont le plus nombreuses, ¢'est-d-dire celui ou 'on a fait I'in-
clusion & la paraffine et le montage au baume. Chacun verra
aisément quelles sont les opérations & supprimer ou a4 modi-
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fier dans les autres modes de préparation (durcissement & la
gomme, a la celloidine etc.).

TABLEAU DES OPERATIONS NECESSAIRES POUR FAIRE UNE PREPARATION

HISTOLOGIQUE
= / Liqueur de Flem- | Liqueur de Klei- | Sublimé. Liquear de Miller
-E ming. nenberg, Lavages 4 l'alcool | Lavage & l'eau.
% . Lavage i l'eau. Lavages a l'aleool a 700, Aleool a 700,
= [ Alecool 4 70°, a 70°, Aleool iodé, Alcool a D0°,

2. N Alcool a 90°, Aleool 4 900, Alcool 4 Doe,

" Aleool absolu.
Aleool absolu el xyvlol.
\l Xyvlol.
Xslol paraffine.
Parafiine a I'éluve,
Mise dans le moule.
Confection des ecoupes.
Encollage des lames,
3 Coupes. Etalement des coupes a l'ean.
Enlévement de 1'ean. Collage des coupes.
. Séchage.
+ Avlol,
4" Extraclion de la paraffine. \ Alcool absolu.
/' Alcool a 07,
¢ Malitére eoloranle .
5° Coloralion aprés ou sans , Lavage a l'ecau ou a la glyeérine ou & un dillé-
)
/

2* Inclusion a la paraffine.

hydralalion préalable. rencialeur.
Coloration du fond,
Aleool 4 707,
» "
»  absolu.
7* Eclaircissement. | Essence de girolle, de bergamole ou d'origan,
{ Baume (résine).
t Lamelle.

6i° Déshydralation pour permelire |
I'emploi du baume.

82 Montage.

Ce tableau énumere toutes les opérations nécessaires a partir
de la fixation, sauf pour la coloration & propos de laquelle, pour
rester dans les généralités pai dia omelttre le détail des mani-
pulations qui est différent pour chaque matiére colorante prise
en particulier. Tel quil est, il indigque suffisamment la marche
de Fopéralion et rappelle tout ce qui est essentiel,

On aremarqué que, soit dans le cours de I'inclusion dla paraf-
fine, soit dans le cours du montage dans les résines, on arrive
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i faire passer une coupe ou une picce de I'ean dans un corps
insoluble dans I'eau tel que la paraffine ou la résine. Ce pas-
sage ne peul se faire qu'a deux conditions : 1° la déshydrata-
tion de la piéce par I'alcool; 2° 'imbibition de la piéce déshy-
dratée par un corps miscible a la fois & I'alcool et & la paraffine
oun i la résine, tel que le xylol, le chloroforme ou les huiles
essenlielles. Pour que ces passages s’effectuent d'une maniere
convenable et sans nuire a la piéce, il faut absolument qu’ils
soient fails dans un ordre régulier auquel on doit toujours
se soumeltre.

Ainsi la série des passages est la suivante : eau = alcool
= eSsence = resine ou paraftine ; on peut la commencer par
'une ou l'autre extrémité, la suivre par exemple dans le sens
ascendant de l'eau & la résine, — c’est ce que l'on fait pour
monter une coupe dans le baume — ou dans le sens descen-
dant de la paraffine a I'ean, — comme lorsqu’on débarrasse
les coupes de la paralline pour les colorer par I'hématéine,
mais, sous peine de toul galer, il faut suivre rigoureusement
l'ordre de succession indiqué, sans en ometire un seul terme,
la solubilité de ces corps les uns par rapporl aux autres l'exige
absolument.

CHAPITRE VI

INJECTIONS

La méthode des injections intra-vasculaires est une des plus
importantes et des plus délicates : il faut pour la réussir une
grande habitude et beaucoup de soins,

La matiére & injection consiste en des substances fortement
colorées qui donnent une teinte vive aux vaisseaux qu'elles
remplissent, et permettent ainsi de les suivre aisément dans
leurs plus fines ramifications, Comme ['on observe au micros-
cope & l'aide de la lumiére transmise, il faut avant tout que
ces substances soient transparentes, sans quoi la préparation
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serait opaque, les vaisseaux étant tres rapprochés les uns des
autres. 1l faut d’autre part que ces substances soient tres
fluides pour pouvoir pénétrer dans les capillaires les plus fins
sans s’y arréter. Enfin elles doivent étre solidifiables, Ces trois
conditions sont parfaitement remplies par des solutions de
gélatine colorées au bleu de Prusse ou au carmin. Voici deux
formules de masses & injection, données d'apreés RANvieR,
.

1° Masse au bleu de Prusse. — On se procure du bleu de
Prusse dit soluble. (Cest une matiére d'un blen fonecé, qui
résulte de 'action du sulfate de peroxyde de fer sur le prussiale
jaune de potasse. Le blen dit soluble liveé par les fournis-
seurs n'est pas toujours soluble dans I'eau el voici comment il
faut s’y prendre pour lui donner cette propriété (Raxvier). On
mel le bleu dans une chausse de feutre. Au dessous de celle-ci
on dispose un entonnoir de verre avec un filtre. On verse de
I'eaun distillée dans la chausse, el le liquide qui la traverse
coule d’abord incolore ; au bout de quelque temps il est légire-
ment teinté, mais se décolore en traversant le filtre de papier.
1l faut encore attendre et ajouter de nouvelles quantités d’eaun
distillée. Lorsque celle-ci reste colorée en dessous du second
filtre, on peut considérer que le bleu est devenu soluble. On
retourne alors la chausse, on la lave dans de I'ean distillée qui
dissout le blen. Comme il est plus commode d’avoir la matieére
colorante sous un petit volume, on évapore i 'étuve la solu-
tion de bleu ainsi obtenue et I'on a un résidu semi-liquide,
ou de la consistance d'une pite, que l'on conserve dans des
flacons bien bouchés,

Pour préparer une masse a injeclion on fait d’abord une
solution saturée de bleu dans leaun distillée, en laissant un exces
de bleu au fond du flacon, on la filtre, puis on mélange 235 par-
ties de celte solutiona 1 partie de gélatine préparée de la ma-
niere suivante,

On pése une partie de gélatine, séche, en plaques, dont on
a au préalable enlevé les rognures ou bords irréguliers qui
renferment toujours des impuretés. On prend par exemple
8 grammes de gélatine si 'on veut employer 200 centimeétres
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cubes de la solution de blen. On met les lames de gélatine
dans I'eau distillée pendant une demi-heure ou une heure. Au
bout de ce temps on relire la gélatine qui s'est fortement
gonflée et on la porte dans un vase de verre eyvlindrigue main-
tenu dans un bain-marie par un flotteur de liege (fig. 6%). La
a i I’llll'h" fond dans I'ean qu’elle a absorbée. Le bleu de Prusse
est alors versé dans un aultre vase
placé dans le méme bain, lequel ne
doit pas dépasser la lempérature
de &0°. Lorsque le bleu a atteint la
méme lempérature que la gélatine,
on le verse doucement dans celle
derniere en remuant constamment
avec un agitateur de verre. Il se
fait un précipité qui disparait d’ail-
leurs en partie. On filtre alors la

Fig. G4. masse sur une f{lanelle mouillée
Verre pour fondre les d'ean a la température du bain, et
masses 4 la gélatine. on recoit le produit de la filtration

dans un vase pareil aux autres et
maintenu comme eux dans le bain-marie. La masse est alors
préte d étre employde.

2° Masse au carmin. — Celle masse est bien plus difficile i
réussir que la précédente, nous en donnons le mode de prépa-
ration d’aprés la deuxiéme édition de la Technique de Raxvier,
car il ne suffit pas d’avoir & sa disposition la seule masse au
bleu, il peut étre utile de posséder aussi celle au carmin, si
I'on veut par exemple injeclter les vaisseaux sanguins et les
lymphatiques d'un méme organe, a l'aide de deux masses de
couleur différente.

On met un peu de carmin dans un flacon & large ouverture,
et on 'humecte d'eau distillée jusqu’a ce qu'il fasse une boue
¢paisse. Le lendemain on ajoute de Fammoniaque en quantité
suffisante pour dissoudre le carmin. On place alors de la géla-
tine dans 'eau distillée, puis on la fait fondre au bain-marie, et
I'on ajoute une quantité de la solution ammoniacale de carmin
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suffisante pour donner une coloration trés forte. I se fait
ainsi une masse fortement ammoniacale, et si on U'injectait lelle
quelle, le carmin diffuserait hors des vaisseaux et irait colo-
rer les tissus, ce qui nuirait & la netteté de la préparation. Pour
éviter cette diffusion il faut neulraliser l'exces de 'ammo-
niaque par 'acide acétique. Pour cela on fait un mélange de
deux parties d'eau distillée et d'une partie d’acide acélique
cristallisable, que 'on verse goulte & goutte dans la masse en
remuant constamment. Il faut bien se garder de pousser la
neutralisation jusqu’au bout, parce que le carmin précipiterait
et donnerait une masse granuleuse et opaque inutilisable .
Pour éviter cet inconvénient il importe de prendre les plus
grandes précautions au moment on opération touche a sa fin,
et de n'ajouter alors que trés lentement l'acide, en cherchant
de temps & autre soit par I'odorat, soit & 'aide de papier de
tournesol sensibilisé sl se dégage encore de 'ammoniaque.
On cesse dajouter de l'acide avant que ['ammoniaque soit
enlierement dégagée, dailleurs il n’y a pas d'inconvénient &
ce qu’il en reste un peu dans la masse, si la proportion de géla-
tine est trés forte (Raxvier), parce qu'alors la masse est tres
colloide et ne diffuse pas. La masse est filtrée sur de la flanelle
comme il été indiqué plus haut, et est préte & étre injectée,
Cette masse au carmin ne fond qu'a une température plus
élevée que celle an bleu de Prusse.

3° Maniére de faire l'injection. — Les masses i la gélatine
n'étant liquides qu'da une température donnée doivent étre
employées & chaud, et injectées dans des organes ayant au
moins la température de leur point de fusion. Il faut done
réchauffer dans 'eau jusqu’a la température voulue les ani-
maux ou les organes & injecter, ou bien, surtout si 'on se
sert de la masse au bleu qui est liquide & une température peu
élevée, 25° environ, on peut l'injecter directement dans un ani-
mal a sang chaud qui vient d’étre sacrifié et qui n’est pas encore
refroidi. On fait des injections totales ou des injections par-
tielles. Les injections totales ne peuvent étre employées que sur
des animaux de petite taille, tels que le rat, le cobaye, le lapin.

&
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Pour faire une injection totale on prépare d’abord la masse
en quantité suffisante. Il faut environ 250 & 300 centimétres
cubes pour injecter un lapin entier (Raxvien), il va sans dire
que lon préparera une quantité de masse un peu plus consi-
dérable, et I'on choisira une seringue de capacilé convenable
pour permettre de faire I'injection en une seule fois, sans étre
obligé de recharger la seringue et de la remettre en place. On
aura soin aussi de chauffer dans I'eau la seringue avant de la
remplir de l'injection pour éviter le refroidissement et la prise
de cette derniére.

Tout étant prét, on fixe 'animal surune planchette, onl'anes-
thésie an chloroforme, on découvre une de ses carotides, on
I'isole bien et l'on passe sous elle un ou deux fils, en prévision
des ligatures, puis on l'ouvre d'un coup de ciseaun sans la
couper entierement. L'animal est saigné, et I'on place dans
le bout central de l'artére une canule sur lagquelle on lie
I'artére & Iaide du fil préalablement placé. Apres avoir lié le
vaisseau sur la canule on raméne les deux bouts de fil le long
de cette derniére et on les lie de nouveau sur sa gorge. De
celte facon elle est bien fixée et I'artére ne peut glisser. La
canule a été préalablement chauffée et remplie de masse a
injection. On 'unit & la seringue a l'aide d'un ajutage en
caoutchoue également rempli de la masse & injection, et 'on
a grand soin d'éviter 'interposition de toute bulle d’air sur le
trajet de l'injection, car lair arrivé dans les vaisseaux cons-
tituerait un obstacle trés grave i la marche de celle dernitre.
On pousse alors doucement sur le piston de la seringue en évi-
tant les d-coups et en s’arrétant si 'on sent une trop grande
résistance. L'injection pénétre, comme le montre la coloration
que prennent les muqueuses visibles, puis elle revient par les
veines el bientdt on la voit couler par la veine jugulaire qui
a ¢té ouverte., On pose alors une ligalure sur ce vaisseau. On
maintient la pression pendant quelques secondes, puis on lie
la carotide en dessus et en dessous de la canule et I'injection
est achevée. On met 'animal & refroidir & I'air extérieur en
hiver et I'été dans un endroit frais.

Les injections partielles sont limitées & un organe ou i un
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membre. On pousse alors 'injection par artére principale, et
lorsqu’elle ressort par les veines on lie celles-ci en conlinuant
de pousser I'injection doucement, pour bien remplir le résean
vasculaire.

Traitement des piéces injectées. — Lorsque la masse i

injection est solidifiée dans les vaisseaux, par suite du refroi-

dissement, on ouvre I'animal de facon & meltre ses viscéres a
nu, et on le plonge dans un liquide fixateur qui varie suivant
que 'on a choisila masse au bleu ou la masse au carmin. Dans
ce dernier cas on emploiera 'alcool & 90°, si au contraire on

‘s'est servi de la masse au bleu on fixera les organes par le

liquide de Miiller. On laisse les pitces dans ces liquides jus-
qu'a ce qu'elles aient atteint une dureté suflisante, ce qui est
facile, car il n'est pas besoin de faire des coupes trés minces,
il vaut mieux avoir des coupes un peu épaisses, dans lesquelles
on peut suivre les différentes inflexions des vaisseaux.

Les sections déshydratées et éclaircies par l'essence de girofle
sont montées dans le baume. Elles fournissent d'admirables
objets d'¢tude : les vaisseaux seuls sont colorés, le fond est inco-
lore si 'on sest servi d’alcool, ou & peine teinté en brun clair
ou en jaune si 'on a employé le liquide de Miller,

L.es coupes ainsi préparées ne laissant voir que le mode de
distribution des vaisseaux, si 'on veut étudier leurs rapports
avec les autres éléments histologiques, on fera des coupes tres
minces que l'on colorera par le carmin aluné ou par 'héma-
téine et 'éosine et que 'on montera ensuite au baume.

CHAPITRE VII

PHOTOGRAPHIE DES PREPARATIONS
MICROSCOPIQUES

La photographie des préparations microscopiques peut
rendre de grands services, bien qu'on ne puisse songer i la
substituer au dessin & la chambre c¢laire, pour la représenta-

PRECIS DE TECHNIQUE WISTOLOGIQUF. 14
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tion des objets. En effet, tandis que le dessin permet de repré-
senter les détails en les mettant au point et en leur donnant
par suite leur forme exacte et nette; la photographie reproduit
fidelement tout ce qui se trouve dans I'épaisseur de la prépa-
ration, et les images seules des parties qui sont au point sont
netles : celles des parties qui sont en dessous ou en dessus
sont indécises, mal limitées et contribuent par leur présence
A donner & I'ensemble de
la figure un caractére d’in-
détermination assez désa-
gréable. Ces inconvénients
n'existent pas pour les pré-
parations treés minces, dont
tons les points sont pour
ainsi dire au foyer en
méme temps; il en est de
méme si l'on emploie seu-
lement de faibles grossis-
sementsavee lesquels toute
Fig. 65. liiﬁilﬂiﬁﬁﬁul' dEE la prépara-
Cellules pigmentaires de la choroide 1101 est au point.
de I'homme (photographie). En ce cas, on peut obte-
nir des images trés suffi-
santes et qui rendent de réels services, soit pour I'étude des
séries de coupes, soit pour la démonstration. Telles sont les
photographies reproduites ici ou dans la troisitme partie. Il
faut ajouter cependant que la reproduction par la gravure a
un peu nui a ces photographies en diminuant leur netteté.
Dans les travaux pratiques, on peut faire examiner aux
élives des préparations d'embryons, et leur indiquer en méme
temps sur les photographies de ces préparations les détails
importants. On obtient ainsi une compréhension beaucoup plus
rapide des choses; une grande perte de temps en explications
souvent mal comprises est évilée, el je crois qu'en étendant
cette méthode on arriverait & des résultats trés heureux. Enfin,
la possession d'une série de photographies peut rendre de
rands services au cours de recherches embryologiques.
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1° Appareils photographiques. — Il existe divers appa-
reils pour la photographie microscopique. Les uns, trés com-
pliqués et trés couteux sont destinés a photographier des pré-
parations & un tres fort grossissement, je n'en parlerai pas,
el je déerirai seulement un des apparveils simples, el peu coni-
teux, qui permettent d’'obteniv des el LR
clichés répondant aux besoins énu- g, .
mérés plus haut, :

Je prendrai pour exemple celui
de Nachet représenté dans la fi-
gure 68. Il consiste en une chambre
noire i soufflet, portée sur deux
tiges métalliques fixées elles-mémes
sur une planchette quadrangulaire.
Les tiges métalliques portent & une
certaine hauteur une articulation a
genouillére qui permet d'incliner
la chambre noire et de la disposer
horizontalement. C'est 14 une ma-
neeuvre inutile que je ne conseille

| pas pour beaucoup de raisons, et Fig. 66.
1 notamment parce qu’il est plus dif- Embryon de poulet de
ificile de parcourir ensuite la pré- 40 heures (photographie).

Jparation, le microscope étant Iui-

iméme incliné horizontalement, lorsqu'on veut au cours des
|. opérations chercher un point nouveau de la coupe, ou diverses
coupes faisant partie d'une série placée sur la méme lame,

| Le microscope repose sur la planche qui supporte I'appareil.
Ill‘aur lui donner plus de stabilité, M, Coxpres, chef des travaux
‘d la Faculté de Montpellier, a imdginé de faire disposer sur
lcette planche une planchette creusée de facon i recevoir le
pied du microscope qui y pénetre a frottement, de telle
rmaniére quune fois entré il ne peut plus étre déplacé en
paucun sens. Cette planchette placée exactement au centre de
I'appareil, est mobile d’avant en arriére entre deux regles
métalliques, de sorte que l'on peut avancer ou reculer le
I]IIlii':I‘DSED[)E.
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La chambre noire est maintenue par deux supports, I'un
supérieur, 'autre glissant le long des deux montants verticaux
et qui permettent de 'abaisser ou de I'élever pour la mise au
point. On peut aussi la faire tourner autour du montant de
droite, de manieére a I'écarter de I'axe de I'appareil et i en
débarrasser le microscope pour examiner la préparation. Pour
cela on éléve le support supérieur qui porte le chissis de

Fig. 67.
Embryon de poulet de 48 heures (coupe transversale de la région
dorsale ; photographie).,

la chambre noire, puis le support inférieur qui vient embrasser
le manchon extérieur, a 'extrémité du souftlet, et le soutient,
et 'on fait tourner la chambre autour du montant.

L'union entre la chambre noire et le microscope est obte-
nue a l'aide d'un manchon représenté dans la figure 69. Ce
manchon se compose d'une picce A destinée & étre vissée sur
le tube extérieur du microscope et gqui porte un tube de lai-
ton C, lequel s’emboite dans un tube un peu plus large B, rat-
taché & Nextrémité du soufllet et qui se fixe & la partie infé-
rieure du manchon par une articulation en baionnette. En
dedans de ces deux tubes est placé un troisieme tube en car-
ton D doublé intérieurement de velours noir, et destiné i

absorber tous les rayons lumineux qui pourraient arriver dans
I'intérieur du manchon.

=



PHOTOGRAPHIE DES PREPARATIONS MICROSCOPIQUES 213

La figure représente en outre sur I'axe méme du manchon un
tube muni d'un oculaire. Cest une piéce qui n'est pas livree
d’habitude avec I'appareil et qui a été imaginée par GOMBRES

Fig. 68.

Appareil miero-photographicque.

Sur la gauche de la figure on voil la chambre noire dans la position quelle
occupe lorsquelle est rejelee de eolé pour permelire Pobservalion microscopique.

pour permettre d'observer la préparation. Le manchon étant
en place et vissé sur le tube du microscope, le tube B élant
enlevé el rejeté avee la chambre, on place alors ce tube porte-
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oculaire qui s'emboite dans 'ouverture de la pitee, el permet
d'examiner la préparation sans enlever le manchon. Lors-
quon veut opérer, on enleéve ce tube porte-oculaire el on le
remplace par un tube porte-diaphragme, lequel admet des
diaphragmes de diametres différents in-
terchangeables qui permettent d’obtenir
des images beaucoup plus nettes. Ce tube
de méme que le précédent n'est pas livre
avec l'appareil, mais on peut se les pro-
curer aisément tous les deux. Il importe
absolument qu'aucun rayon lumineux ne
puisse pénétrer dans le manchon, et que
la face interne du tube a diaphragme
soit absolument noire, sous peine de voir
se produire des reflets de lumitre qui
altéreraient les clichés,

Pour fixer le manchon sur le micros-
cope, on commence par dévisser el par
enlever le tube interne de ce dernier (ce
tube n'est pas représenté enlevé dans la
figure 6Y9), puis on visse la picce A sur le
tube extéricur du microscope.

Fig. 69.
= 1} ’ 1 A e -
Manchon pour I'ap- 2" Mode d’éclairage. — Une des ques
pareil wmicropho-  tions les plus importantes en phologra-
Lographique. phie microscopique, ¢’est celle de 1'éclai-
A, pidee Ilil!‘-i'l.ll!'.l- b, rage. I est inutile de chercher a l_‘lllli]{'l‘r'i.'l'
lube externe. — €, tube A Bl ; : R
mterne. — D, tube de  la lumiere du jour qui est trop variable,
carlon. — Ty, lube . ~H: y s
porie-oculaire. et il vaul mieux sadresser 4 une source

lumineuse constante. J'ai obtenu de treés
bons résullats 4 'aide d'une lampe & gaz munie du bec Auer
el pouvant étre mise en veilleuse. Cette lampe portée sur un
support peut étre élevée ou abaissée a volonté. Elle est placée
au-devant du microscope & une distance qui varie suivant
Iintensité de la lumiére dont on a besoin; pour apprécier cetle
distance on peut placer la lampe sur une large régle graduée
fixée en avant du support de I'appareil photographique et le
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long de laquelle on la proménera, larrétant & tel ou tel point
suivant la ‘quantité de lumiére nécessaire.

3° Maniére d’opérer. — Ces détails connus, voici comment
on procéde a la photographie. Ona choisi une pi¢ce obscure,
rendue telle par exemple par un épais videau noir. Il n'est pas
besoin d'une obscurité absolue comme celle de la chambre
noire du photographe, mais il faul seulement éviter larrivée
de la lumicre directe sur appareil. Ce dernier est placé sur
une table peu élevée, de facon a4 ce que lopérateur debout
puisse facilement mettre au point sans étre obligé de monter
sur un tabouret. On a préalablement choisi la préparation i pho-
tographier; elle est fixée par les valets et maintenue par eux,
Le manchon est mis en place ainsi que le tube porle-dia-
phragme. L'opérateur cherche sur la plague dépolie du ehis-
sis I'image de I'objet. Au centre de cette plagque se (rouve un
petit cercle au niveau duquel le verre n'est pas dépoli, et sur
lequel 'image se projette avec un peu plus de finesse. Cest
en ce point surtout que Pon cherche i voir si image est
nette et la mise au point suflisante. Pour cela on peut s’aider
d'un oculaire ordinaire que l'on pose sur le verre dépoli. La
mise au point s‘obtient en faisant varier la vis micromélrique,
et surtout en tirant ou en refermant le soulllet de la chambre
noire. Il faut veiller autant que possible & une mise au point
irréprochable.

Ceet fait, on enléve la plague dépolie et on la remplace par
le chilssis contenant la plaque photographique. On met alors
le bee Auer en veilleuse et on ouvre le chdssis. La faible lueur
donnée par la veilleuse est impuissante & voiler la plaque.
On prend alors en main une montre i secondes el on ouvre
le bee de facon & donner la pleine lumicre. Au bout de quel-
ques secondes on remet le beec en veilleuse, puis on ferme le
chissis, on l'enléve et on va développer la plaque dans la
chambre noire. La durée du temps de pose est de trente se-
condes environ, pour des photographies telles que celles
repreésentées iei ; elle peut d’ailleurs varier et chacun la fixera
par sa propre pralique,
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Il y a lien de remarquer combien 'éclairage indiqué est com-
mode surtout & cause de la possibilité de le réduire d'une
manitre considérable (mise en veilleuse), de sorte que 'ouver-
ture et la fermeture du chissis peuvent sopérer sans incon-
vénient, malgré les faibles mouvemenis qui se produisent
alors inévitablement et qui auraient un retentissement ficheux
sans cela, Silon veul photographier une autre coupe située sur
la méme lame, ou une autre préparation, on se contente de re-
lever la echambre noire el le manchon externe B, puis mettant
le tube porte-oculaire dans le manchon C, comme il est repré-
senlé dans la figure, on cherche le point, on fixe la lame avec
les valets au point convenable, on enléve le tube et on remet
le manchon en place, puis on recommence les opérations. I
n'est pas besoin de dévisser le manchon et de remelttre le tube
du microscope, on évite ainsi une grande perte de temps.

Le développement des clichés, le virage des épreuves, leur
lixage se font suivant les méthodes photographiques ordinaires,
Un développateur excellent est le diamidophénol,




TROISIEME PARTIE

TECHNIQUE APPLIQUEE

Nous avonsréuni sous ce titre un grand nombre d'exemples
de M'application des méthodes techniques i I'étude des tissus et
des organes, La plupart des exemples sont donnés a propos des
tissus dont I'étude est la base de toule anatomie microscopique .
Ce qui se rapporte aux organes a recu un développement
moindre, par la raison que nombre des méthodes indiquées i
propos des tissus s‘appliquent aussi aux organes et n’avaient
pas besoin détre répétées pour ces derniers. Du reste, dans
certains cas, les méthodes destinées & I'étude d'un systéme ou
d'un appareil se confondent avec celles qui servent a faire
connaitre le tissu dont cet appareil est constitué, comme c'est
le cas pour le systéme nerveux, etil n'y a pas lieu de traiter a
part le tissu et l'appareil lui-méme,

Le dernier chapitre est consacré i I'étude des méthodes
embryologiques dans ce qu'elles ont de particulier.

CHAPITRE PREMIER

TISSU CONJONCTIF

Le tissu conjonctif est un tissu tres répandu dans l'orga-
nisme el parfaitement caractérisé. Il est constitué par des cel-
lules plates ou étoilées anastomosées enire elles, et par des
libres.
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Il comprend un certain nombre de variétés qui présentent
d'ailleurs toujours les caractéres fondamentaux du lype, ¢’est-
d-dire des cellules et des fibres, mais les rapporls réciproques
de ces éléments different dans chaque variété, Ces variélés se
laissent grouper en deux types : celui du tissu conjonetif liche,
et celui du tissu conjonetif modelé (Ranvier).

Le lissu conjonctif liche joue un role trés important dans
I'économie. Ses cellules et ses fibres, entremélées sans aucun
ordre, laissent entre elles des lacunes trés étroites, presque
virtuelles & I'état normal, et dans lesquelles le plasma épanché
hors des vaisseanx sanguins circule avant d’étre repris par les
lymphatiques. Ces lacunes constituent donc une parlie des
voies que suivent les substances nutritives, et beaucoup d'élé-
ments anatomiques ne recoivent ces derni¢res que par leur
intermeédiaire. De la le nom de tissu conneclif de la nutrition
qui lui a été donné. De plus, comme 1l est répandu partout,
saul dans les épithélinms de revétement ot il ne pénetre jamais,
et qu'il ne constitue pas des masses de forme déterminée, mais
se moule sur la forme des espaces qui lui sont réservés, on
peut aussi 'appeler, avec Raxvier, tissu conjonctif diffus, ou
avec les Allemands « informe ».

Dans le tissu conjonctif modelé, dont les tendons el les apo-
névroses nous offrent deux types parfaits, les cellules et les
fibres sont rigoureusement ordonnées entre elles, d'une ma-
nitre fixe pour chaque variété. De plus, ce tissu constitue en
général des organes d'une forme bien délerminée, tels quun
tendon, un ligament, une aponévrose, d’ou le nom de tissu
conjonctif « formé » que lui ont donné les Allemands el celui
de tissu conjonctif modelé en organes que lui a donné
RANVIER.

Nous étudierons le tissu conjonetif liche, le tissu adipeux, le
lissu muqueux, le tissu membraneux (membranes de RANVIER),
le tissu réticulé, le tissu tendineux et enfin le tissu aponé-
vrotique qui constituent un nombre suflisant d’exemples des
diverses formes que peut revétir le tissu conjonctif. Enfin nous
indiquerons les préparations que comporte la recherche de
certaines cellules du tissu conjontif (cellules pigmentaires, etc.)
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ou qui n‘appartenant pasen réalité & ce tissu s’y trouvent habi-
tuellement (clasmatocytes).

chr

1. — TISSU CONJONCTIF LACHE

Il y a plusieurs procédés pour étudier ce Llissu; ce sont :
1o le procédé de la boule d'@déme (Raxvier); 2¢ le procédé
des lames minces (Rexavt): 32 le procédé des coupes.

1° Procédé de la boule d’cedéme. — Ce¢ procéddé imaging
par Raxvier est fondé sur les considérations suivantes : lorsque
par pigure a Faide d'une seringue de Pravaz on injecle un
liquide dans du tissu conjonclif liche, le liquide distend le
lissu et y forme une boule plus ou moins volumineuse (boule
d'@diéme). La formalion de celle boule est due & ce que le tissu
conjonctif liche est constitué par un feutrage d'éléments qui
laissent entre eux des espaces d’habilude & peu pres virtuels,
mais qui sont susceplibles d'étre distendus par 'injection. Celte
derniere, en écarlant les éléments du feutrage, en refoule i la
périphérie un certain nombre qui s'unissent en une trame plus
serrée et forment ainsi une sorte de paroi limitant la boule
d'@edeme. Lintérieur de celle-ci est cloisonné par une infinité
de filaments tendus et entre-croisés dans tous les sens, entre
lesquels se trouve le liquide injecté, Le toul a aspect et la
consistance d'une petite masse gélatineuse.

La production artificielle dune boule d'edéme reproduit en
Iexagérant un pewun phénomene pathologique, 'eedéme conse-
culif aux troubles circulatoires. On sait que ce dernier, sl est
de courte durée, napporte aucune modilication notable dans
la structure du tissu connectif; on peut done penser que
I'iedeme artificiel, pourvu qu'il soit produit aveec ménagement,
respectera aussi cette structure, et si le liquide injecte est un
fixateur, il fixera les éléments du tissu d'une manicére d’autant
plus parfaite qu’il les aborde & la fois sur toute leur surface,
en circulant dans les espaces circonscrils par eux et qui
servent d'habitude de chemin a la lymphe. En réalité, en
distendant un peu ces espaces, il écarte les éléments les uns
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des autres sans changer au fond leurs rapports et rend ainsi
les préparations plus faciles & étudier. 1l agit comme un disso-
ciateur, et le procédé de la boule d'edéme est le véritable
procedé de dissociation du tissu connectif : ¢’est le mode de
dissociation le plus parfait qui existe parce que c'est celui qui
conserve le mieux les rapports des parties.

On peut employer pour faire la boule d’@déme une série de
liquides divers, nous n'en citerons que quelques-uns en indi-
quant les détails de leur mode d’emploi.

a. Boule d'edéme auw nitrate d'a rgent a 1 p. 1000. — Sur
un animal (chien, lapin) qui vient d'étre tué, on enleve la
pean et le tissu cellulaire sous-cutané dans une région
dépourvue de graisse, le pli de I'aine, par exemple, puis, avec
une seringue de Pravaz chargée de la solution de nitrate d'argent
a1 p. 1000 dans 'eau distillée, on pique le tissu cellulaire.
L'aiguille doit étre tenue horizontalement, de facon & ne pas
traverser le derme mais 4 rester dans le lissu sous-cutané, on
peut du reste faciliter l'opération en faisant bomber la surface
interne de la pean a Paide d'un doigt placé au-dessous d’elle.
On pousse doucement l'injection, de maniére & former une
boule plus on moins volumineuse qui fait saillie sur la face
profonde du derme.

La solution de nitrate dargent & 1 p. 1000 agit comme
fixateur, mais n'impregne pas les éléments en noir. Au bout
d'une ou deux minutes son action fixatrice est achevée. Avec
des ciseaux courbes trés fins (fig. 23) on enléve alors une
calotte sur la boule d'@déme. Cette calotte, comprenant la paroi
de la boule formée d'éléments tres serrés les uns contre les
autres, doit étre rejelée parce qu'elle donnerait une préparation
trop épaisse, mais immédiatement apreés Pavoir enlevée, on
coupe au-dessous d’elle une mince tranche de la boule d'eedéeme
que 'on porte rapidement sur une lame tepue préle, Sans
perdre un instant on met sur elle quelques gouttes de picro-
carmin et on recouvre le tout d'une lamelle que T'on fixe par
quatre gouttes de paraffine placées sur ses angles. Il importe
d'aller vite, el voici pourquoi : la tranche de laboule d’e@déme est
formée par les éléments du tissu et par une certaine quantité
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duliquide injecté interposé entre eux. Les éléments connectifs,
grice & leur élasticité propre reviennent bien vite sur eux-
mémes, chassent le liquide quiles écarte les uns des aultres, et
se réunissent en un amas compact dans lequel il est difficile de
les distinguer nettement. Mais des que la lamelle est placée
sur le fragment excisé, elle le comprime par son propre poids,
soppose @ la rétractilité des parties et maintient tout en
place.

La préparation ainsi faite est portée pendant quelques heures
o méme une journée au besoin sous la chambre humide. Au
bout de ce temps, on met sur le bord de la lamelle une goutte
de glycérine qui pénétre lentement la préparation et se subs-
titue an picro-carmin, En placant sur le bord opposé de la
lamelle quelques carrés de papier filtre, on active la circula-
tion de la glycérine sous le couvre-objet, et apres que l'on a
fait passer ainsi sous ce dernier une certaine quantité de gly-
cerine, la préparation parfaitement lavée et d'une coloration
trees nette est préte pour 'observation.

L.es préparations de cette nature sont foreément d'épaisseur
inégale et ne sont pas bonnes dans toute leur étendue, mais
on trouve le plus souvent sur chacune d'elles des poinls assez
minces pour ¢tre examines avee [fruit,

On rend les préparations permanentes en les lutant 4 la
parafline et a la cire.

b. Boule d wdéme a Uacide osmique al p. 100, — Comme liquide
d'injection on peut employer avec avantage 'acide osmique en
solution & 4 p. 100. On procede comme il a été dit dans le cas
précédent. Au boul de quelques minutes on réséque des
fragments de boule que 'on monte comme il a ét¢ dit dans le
picro-carmin, et que 'on abandonne dans la chambre humide
pendant vingt-quatre heures pour assurer leur coloration. On
met ensuite de la glycérine et on lute.

¢. Boule d'wdéme auw picro-carmin. — Par l'acide picrique
quil renferme le picro-carmin est un fixateur peu énergique
sans doute, mais suffisant dans un cas ol, comme ici, il est
porté directement au contact des éléments eux-mémes. Aussi
on l'a employé avee succés & la production de boules
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d’eedeme, On procéde exactement comine dans les cas preé-
cédents. La boule d'@déme qui est alors rouge peut étre
excisée au bout de quelques minutes, les fragmenls recou-
verts de picro-carmin sont traités comine il est dit ci-des-
sus. Il peut étre bon d’attendre un peu plus que dans les cas
précedents avant d'exciser la boule d'edéme faite au picro-
carmin, mais & la longue le liquide exsude i travers le tissu et
la boule s'affaisse. On peut alors regonfler la boule par une
nouvelle injection de picro-carmin.

On voit parfois partic de la boule d’edéme des traindes
rougedtres qui s'élendent plus ou moins loin : ce sont des
Iymphatiques qui onl ¢té injectés. Nous reviendrons plus
loin sur ce fait,

2° Résultats donnés par la boule d'eedéme. — Sur les
points suflisamment minces des préparations, on voit les
¢léments du tissu plus ou moins écartés les uns des autres,
et 'on peul ainsi distinguer les cellules, les fibres connec-
tives, les fibres élastiques, qui se présentent chacune avec
les caracteres suivants :

a. Cellules. — 1l y a deux sorles de cellules : les cellules
fixes ou cellules connectives proprement dites et les cellules
migratrices ou globules blanes.

Les cellules fixes sont des cellules minces et plates, pré-
sentant I'aspect de plaques irréguliéres, lorsqu'elles sont vues
de face, ou d'une ligne a peine renflée en son centre lors-
qu'elles se présentent de profil. Elles sont pourvues d'un
noyau ovale, coloré en rouge par le picro-carmin et placé au
milien d'un protoplasma finement granuleux coloré en
jaune-orangé par le méme réactif. Le corps cellulaire vu de
face est tres irrégulier, & bords déchiquetés, souvent muni de
prolongements ou de poinles assez développés. Lorsque les
injections ont été faites sans ménagement ou avec des fixa-
teurs insuffisants, le protoplasma est ramasseé autour des
noyaux et les cellules perdent absolument leur forme nor-
male.

La plupart des cellules fixes sont libres dans le milieu con-
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servateur dans lequel elles flottent et les mouvements impri-
més d la lamelle les déplacent. D'autres sont accolées aux
tibres connectives dont elles suivent exaclement le contour
en les embrassant étroitement. Enfin un certain  nombre,
accolées ou non aux faisceaux connectifs, sont reliées entre

Fig. 70,
Tissu conneclifl (boule d'vedéme annitrate d'argent; piero-carminate).

fe, fibres élastiques, — fen, faisceaux connectifs, — ¢, cellule conjonelive,
Stiassnie, ocul. 2, object. 8.

elles par des prolongemenlts anastomotiques plus ou moins
nombreux et plus ou moins étendus. Celles-ci représentent
I'état ordinaire des cellules dans le tissu. Les cellules isolées ont
été mises en liberté par la rupture de leurs anastomoses, sous
I'influence de linjection qui a distendu brusquement les
espaces connectifs. C'est pour éviter les dislocations qu'il
importe de faire la boule d'@déme avec ménagement, et de
ne pas pousser Uinjeclion au deld de loute mesure.

Les leucocytes se distinguent des cellules fixes par leur taille
moindre et par leur noyau arrondi oumultilobé, Ils se colorent
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comme les cellules fixes, le noyau en rouge, le protoplasma
en jaune-orange.

b. Fitires connectives (faisceaur connectifs). — Les fibres
sont de taille trés variable : les unes, tees fines, ont une épais-
seur & peine mesurable, tandis que les autres, trés volumi-
neuses, forment des faisceaux cylindriques épais. Elles se
croisent dans tous les sens comme les fils d'une trame, sans
s‘anastomoser. Dans les points o elles sont tendues, elles
sont droites, mais le plus souvent elles sont régulierement
onduleuses, comme certaines meches de cheveux. Elles pré-
sentent une légere striation longitudinale & peine marquée.
Le picro-carmin les colore en rose vif.

Tels sont les caractéres de ces fibres que 'on peut étudier
sur les préparations faites apres la boule dedéme; nous
indiquerons  plus loin quelques méthodes qui donnent des
renseignements plus circonstanciés sur leur structure,

¢. Fibres élastiques. — Ce sont des fibres Ires lines et
lres réfringentes qui parcourent la préparation dans tous
les sens, et qui sanastomosent fréquemment entre elles en
formant des réseaux a mailles trés larges. Elles sont colorées
en jaune vif par l'acide picrique du picro-carmin el cetle
coloration permet facilement de les reconnaitre. Dans le Lissu
connectif liche elles ne sont jamais trés épaisses, et il faut
les rechercher parmi les fihres les plus fines que preésente la
préparation. Elles sont soit continues, tendues el droites, soit
rompues, et dans ce cas elles sont fortement contournées en S,
leurs bouts libres sont enroulés sur eux - mémes en crosse ou
en spirale. (Pour les autres réactions voy. plus loin.)

3" Procédé des lames minces. — Chez les jeunes ani-
maux, le tissu conjonctif liche se laisse aisément cliver en
lames assez minces pour permettre d'étudier convenablement
ses ¢léments constituants. On incise la peau dun lapin sur
la ligne médiane de I'abdomen ; on I'écarte doucement et 'on
voit de minces lames connectives se tendre entre elle et
I'aponévrose des muscles abdominaux., On trouve aisément
des lames assez é¢tendues pour permettre de glisser en des-
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sous d'elles un porte-ohjet. Lorsqu’elles adherent i ce der-
nier tout en étant tendues par la demi-dessiccation qu’elles
subissent, on les coupe au deld des bords du porle-objet
auw niveau desquels on replie leurs lambeaux de maniere
i les maintenir apreés section dans 'état d'extension ou
elles se trouvent. On arrose leur surface dalcool & 900,
puis on les colore avee une solution faible d’éosine dans Ial-
cool ou par toute autre méthode. Ce procédé, di i Rexavr,
permet d'obtenir des préparations dans lesquelles les anas-
lomoses  proloplasmiques des  cellules ne sonb pas rom-
pues, au moins dans les poinls oin Pextension n'a pas éle
trop forte, el, lorsque la lame connective sur laguelle il a
cleé applique est assez mince, il donne des images res instruc-
lives.

4° Procédé des coupes. — Lorsqu'on a étudié le lissu
conjonctif liche a Paide des deux procédés indiqués ci-dessus,
il est bon de Pexaminer sur des coupes qui complétent les
notions acqguises sur sa struclure en montrant ses éléments
dans les rapporls étroits qu’ils présenlent entre eux pendant
la vie. On peut faire celte étude dans toute coupe renfermant
des quantités suffisantes de ce lissu, mais je citerai une
région particulicrement favorable & ces recherches, c'est la
conjonctive bulbaire du chien.

Sur un chien qui vient d’étre tué, et dont I'eil est laissé en
place dans l'orbite, on injecte sous la conjonctive bulbaire
une certaine quantité de liquide picro-osmio-argentique. On
maintient I'injection en poussant doucement le liquide pendant
quelques minutes, puis on enléve I'wil, on le coupe suivant
son équateur et on porte sa moitié antérieure dans de 'aleool
4 90°, Au bout de vingl-quatre heures on durcit dans la gomme
(acide picrique, gomme, alcool) et on fait des coupes radiales
par rapport a I'weil. Ces coupes sont soigneusement débarras-
sées de la gomme par des lavages & 'eau, puis colorées i 'heé-
matéine et & I'éosine et montées au baume ou dans la glycé-
rine. Il est des points on le tissu conjonctif liche de la ﬁ[ii]]r}”-
sous-muqueunse a ¢lé absolument dissocié par Uinjection, mais

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIOUE 15
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dans d'autres, et nolamment au niveaun du passage de ce lissu
dans le derme conjonetif, il est bien conservé et 'on peut voir
plusicurs cellules fixes unies entre elles par leurs prolonge-
ments, el montrant la forme étoilée caractéristique. Ces cel-
lules sont pour la plupart appliquées sur les faisceaux con-
nectifs. Dans ces préparations, les noyaux des cellules sont
colorés en violet, le protoplasma cellulaire en rose, les fais-
ceaux conneclifs en rose tres pile et les fibres élastiques en
rouge foncé; elles tranchent nelltement par celte coloration
sur les faisceaux conneclifs beaucoup plus piles.

5° Etude des reéactions des fibres connectives etde leur
constitution. — Les libres conneclives sont des cylindres de
diamétre tres variable; elles sont peu réfringentes et par suile
piales lorsqu’on les examine directement sans coloralion. Elles
se¢ colorent en rose par le picro-carmin, en rose pale par I'éo-
sine, en vert brillant par le vert lumitére et en jaune-orangdé
vif par Torange G. Leur conslitution esl assez compliquée,
elle résulte de la juxtaposition d'une infinité de fibrilles
maintenues par une gaine. On étudie par les procédes
suivanls ;

a. [tude des fibrilles. — On choisil pour cela des faisceaux
connectifs volumineux, que l'on puisse facilement isoler
les uns des autres. Ceux des tendons conviennent parfai-
tement. On les met macérer pendant deux ou trois jours dans
une solution aqueuse saturée dacide picrique. Au bout de ce
temps on les lave & 'eau, on les dépose sur une lame, el en
saidant d'aiguilles il est facile de les décomposer en une
infinité de fibrilles tres lines.

b, Etude de la gaine des faisceawr. — Sur des coupes lrans-
versales d'un tendon colore au picro-carmin et monté dans la
glycérine formiquée, on voit gue chaque faisceau connectif,
:;Uulu‘; (ransversalement, est limité par une mince ligne d'un
rouge vil qui envoie & lintérieur du faisceau des prolongements
lamellaires ou fibrillaires (Raxvier). Celle ligne correspond a
une substance engainante que Fon retrouve sur les faisceaux
plus délicats du tissu conneclil liche par le procédé suivant :
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apres avoir coloré au picro-carmin un fragment excisé de
boule d'edéme on fail arviver sur lui quelques goultes d'un
acide faible, ou de glycérine formiquée a 1 p. 100: on voit, au
bout de vingl-quatre heures, que la plupart des faisceaux con-
nectifs ont pris un aspect moniliforme. Ils semblent formés de
renflements ou de ventres superposés, séparés les uns des
autres par des étranglements au niveau desquels existent des
anneaux circulaires ou spiraux d'une substance colorée en
rouge vif par le picro-carmin, et semblable & celle qui forme
la gaine des faisceaux tendineux, Ces anneaux répondent &
“des points de renforcement de cetle gaine, les seuls qui per-
sistent lorsque le gonflement produit par l'acide enlre en
Jeu. Laction de la glycérine formiquée est quelquefois un
peu lente a se produire; dans une séance de travaux pra-
tiques ou il faut aller vite, on pourra la remplacer par de
'acide acétique a 1 p. 100, On voit alors les fibres roses
pialir, se goniler et les anneaux apparaitre sous les yveux de
I'observateur. La substance engainante des fibres connectives
différe de la substance élastique vraie par la coloration rouge
quelle prend sous Uinfluence du picro-carmin qui colore celte
dernicre en jaune.

Dans les préparations lixées par la liqueur de Miller ou par
'acide chromique et colorées au picro-carmin, les faisceaux
connectifs prennent une teinte rouge beaucoup plus marquée
que dans les picces fixées d Paide d’autres réactifs et aussi
intense que celle des noyaux des cellules fixes. Il en résulte
que ceux-ci sont beaucoup moins apparents et se détachent
moins netlement sur le fond.

6° Réaction des fibres élastiques. — Les fibres élastiques
se colorent en jaune par le picro-carmin, en rouge foneé par
I'éosine. Elles ne sont pas gonflées par les acides faibles ef
résistent méme a Faction de la potasse i &0 p. 100 qui dissoul
les libres conneclives, et détruit les cellules. Si 'on dépose
quelques goultes de ce réactil sur un fragment de tissu con-
nectil liche, au bout de quelques heures les faisceaux con-
nectifs ont completement disparu, on lave a l'eau longue-
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ment et on voil le résean élastique parfaitement isolé. On
peut le colorer a l'alcool éosiné,

9, — TissuU ADIPEUX

v

Le tissu adipeux est une modification locale et adventive du
Lissu conjonetif lache,

1" Etude du tissu frais (examen immédiat). — Examiné
I'état frais, en mettant sous une lamelle dans du sérum une
mince tranche de lobule adipeux prise surun animal que 'on
vient de sacrilier, ce tissu se montre formé de grosses boules
brillantes, trés réfringentes, les vésicules adipeuses, qui sonl
accolées les unes aux aulres ou entremélées de quelques fibre
connectives, La graisse qui forme la masse principale de ces
boules est liguide. Si on observe dans les mémes conditions
un fragment de tissu graisseux pris sur un animal mort depuis
vingt-quatre heures, on voil que la graisse est en partie soli-
difi¢e, et que les vésicules adipeuses renferment des cristaux en
aiguilles de margarine, disposés en rayons autour de leur
centre.

2 Etude du tissu aprés fixation et dissociation par les
réactifs. — Raxvier conseille d'étudier le tissu adipeux a
I"aide d'injections interstitielles.

a. Injection aw nitrate d'argent a 1 p. 1000, — On [ait dans
le tissu cellulaire sous-cutané d'un chien, au niveau d'un
lobule adipeux, une injection interstitielle de nitrate d’argent.
Au bout Jde quelques instants on enléve avec les ciseaux
conrbes une tranche mince de la boule ainsi produite, on la
recouvre immédiatement d'une lamelle et T'on observe. Rax-
vier a montré qu'apres ce mode de fixation les cellules pré-
sentent une forme globuleuse, leur contour est limité par une
membrane peu épaisse (capsule), en dedans de laquelle on
trouve une mince lame de protoplasma épaissie en un point de
sa surface ot se trouve un noyau. Une grosse boule de graisse
liquide occupe lintérieur de la cellule quelle remplit, ne lais-
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sant entre elle et le protoplasma qu'un trés pelit espace
oceupé par un liquide séreux sur lequel les auteurs n'ont pas
attiré I'attention. Raxvigr fait remarquer que la quantite de ce
liquide est variable suivant I'état de réplétion nutritive ou
d'inanition de l'animal : ainsi dans les cellules adipeuses du .
corps graisseux digité de la grenouille, le liquide est beau-
coup plus abondant aprés le jetine d'hiver que pendant
I"été.

Les cellules adipeuses sont d’habitude tres solidement unies
entre elles et avee les éléments ambiants, aussi est-il tres
difficile de les dissocier, et si 'on essaye de le faire, on arrive
le plus souvent & en rompre un grand nombre dont la graisse
<échappe dans le milieu ambiant sous la forme de boules
plus ou moins grosses. On distinguera toujours ces boules de
araisse libre des véritables cellules adipeuses i 'absence de
toute membrane d'enveloppe. Chez le chien, linjection de
nitrate d’argent & 1 p. 1000 parvient i en libérer quelques-
unes, ce qui tient sans doute & une plus grande résistance de
leur membrane d'enveloppe.

b. Injections interstitielles d’acide osmigue a 1 p, 100, — On
peut aussi, au lien de nilrate dargent, injecler dans le tissu
cellulo-adipeux une solution & 1 p. 100 d’acide osmique. On
excise de minees franches de la boule d'wedéme, on les porte
sur une lame, on les recouvre de picro-carmin, puis d'une
lamelle. On laisse la coloration se faire pendant vingt-qualtre
heures sous la chambre humide, puis on monte dans la gly-
cérine formiquée a1 p. 100 et on observe,

Dans ces préparations, sur la plupart des cellules graisseuses,
la goutte de graisse colorée en noir par 'acide osmique parait
remplir exactement la vésicule, et semble immédiatement
appliquée en dedans de la membrane que 'on napercoit dis-
tinctement que sur le point on elle est soulevée par le noyau
et lorsque ce dernier se présente de profil. Quelques cellules
ont ¢été anssi bien fixées, mais 'acide osmique moins abon-
dant & leur nivean s'est moins fortement réduit sur la graisse
quil a simplement colorée en jaune-hrun plus ou moins foneé.
Dans ces cellules la coloration au picro-carminate permet de
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reconnailre exactement toutes les parties (capsule, noyau,
protoplasma) qui ne sont plus masquées comme auparavant
par le noir absolu de la substance graisseuse,

Silon veut monter au baume, il faut se souvenir d’employer
le baume dissous dans le chloroforme. sans cela la graisse
osmiquée dissoute par le xylol diffuserait dans la préparation
sous la forme de nuages noirs,

3" Etude du tissu adipeux dans ’épiploon. — On peut
observer les cellules adipenses en place et avec leurs con-
nexions naturelles dans 'épiploon des jeunes mammiftres qui
esl tres mince, tres transparent et renferme en certains points
des lobules adipeux réduils & une seule couche de cellules,
Celul du chat nouveaun-né convient trés bien,

On tend un fragment d'épiploon sur les anneaux d’Eterxon,
on découpe ce qui est en dehors des anneaux, et on porte le
tout dans une solution d'acide osmique & 1 p. 100. Au bout
d'un quart d’heure la fixation est achevée et la membrane a
perdu sa rétractilité naturelle, de sorte que 'on peut séparer
les anneaux sans qu'elle revienne sur elle-méme. (Si la mem-
brane avait encore quelgque tendance a se plisser, on la ten-
drait & nouveau et on la rendrait rigide par un séjour duan
quart d'heure dans I'aleool & 90°.) On lave soigneusement i
I'eau, on colore i 'hémaléine et i I'éosine, et on monte dans
le baume au chloroforme. Sur les points les plus minces on
voit tres bien les vésicules adipeuses entourées chacune d'un
apillaire sanguin.

4° Etude du tissu adipeux sur les coupes. — Les moyens
(que nous venons d'indigquer sont parfaitement suffisants pour
I'analyse de ce tissu et il n'est pas besoin de compléter les
notions qu’ils fournissent par I'élude de coupes; mais, comme
le lissu adipeux se rencontre fréquemment dans les coupes,
il importe de connailre l'aspect qu’il offre alors.

Dans les préparations faites apres fixalion au liquide de
MiiLLEr, durcissement & la gomme et monlage dans la glyeé-
rine, les veésicules adipeuses dont le conlenu graisseux na
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pas été attaqué par les réactifs employés, se montrent avee les
caracteres que nous avons indiqués,

Mais dans les pitces qui ont €éLé fixées par lalcool absolu, et
surtout dans celles qui ont été traitées an cours des manipula-
tions par le xylol, le contenu graisseux des cellules a été entie
rement dissous, On ne voit plus alors que les capsules acco-
lées les unes aux autres et formant sur les coupes un résean i
mailles réguliéres. Les débulants deveont prendre garde de ne
pas confondre ce réseau avee du tissuréticulé (voy, plas loin .
Il s’en distingue par la régularité de ses mailles et par 'égale
epaisseur de ses travées qui sont formées par des lames
minces accolées (les capsules des cellules), tandis que les tra-
viées du tissu rétiecnlé sont formées de tibres d'inégale grosseur,

§ 3. — Tissu MUQUEUX

Le tissu muguenx est une forme embrvonnaire du tissu con-
jonetif, on 'étudiera: 1° dans la lame caudale des batraciens;
20 dans le cordon ombilieal; 32 dans les embryons de mammi-

feres on d oseanx.

1° Tissu muqueux de la queue des larves de batra-
ciens. — On prend des larves de (rilon jeunes el pen pigmen-
tées, on les tixe en enlier dans la liqueur de Kleinenberg, on
les lave & alcool a 709, puis, lorsqu'elles sont bien débarras-
stées de leur couleur jaune due a lacide picrique, on coupe
la queue & sa racine. Si la queue est épaisse on peul, a Naide
de deux traits de ciseanx convergeant en arviere, enlever la
masse musculo-squelellique en ne conservant que la lame
mince qui prolonge celle-ci en dessus el en dessous, On peut
employer deux procédés de coloration.

a. Coloration aw carmin boracique. — lLa queue ainsi pre-
parée est portée au sortir de l'aleool & 70° dans du carmin
boracique o on la laisse trois heures. On la lave & laleool
acidulé, on la déshydrate par laleool absolu, onl éclaireit dans
I'essence de girvolle, et on monte an baume, la lame caudale
etant couchée a plat sur le porte-ohjet. La préparation ainsi
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faite renferme I'épiderme, le tissu muqueux qui forme 'axe
de la nageoire et les vaisseaux el les nerfs. Néanmoins, & cause
de Ia grande transparence de la picee, on peut parfaitement
etudier le tissu muquenx dont les cellules sont trés nettement
visibles, Les préparations servent en méme temps a I'étude des

i3
A

vaisseaux.

h. Coloration a U'hématéine et a l'éosine.
— Au sortir de Taleool & 70° la quene
réséquée est portée dans eau distillée.
Avec des pinces {ines on arrache 1'épithé-
lium qui recouvre les deux faces droile
et gauche de la lame caudale. Dans cette
opération on déchire souvent celte der-
niere, mais apres quelques échees on
arrive toujours a isoler une portion sufli-
samment élendue du tissu mugqueux. On
la colore par 'hématéine el par I'dosine,
on la déshydrate, on la passe dans l'es-
sence d’origan, puis on la monte au banume,

Les cellules du tissu muqueux se mon-
PNEaE e At fl‘{‘l.'ll. sous la I.‘urmt.- de corps l"l'{_li]l::-'i Irré-

de triton préparée guliers, munis dun noyau dégalement

pour I'étude. irrégulier et dont la forme correspond en
général & celle du corps cellulaire, le
noyau se prolongeant sous forme de lobe

Fig. 71.

(irossie environ 7 fois.

dans les principaux prolongements de ce dernier; de telle ma-
niere quil est trilobé si la cellule posside trois gros prolonge-
ments, Les prolongements cellulaires minces el eflilés se bran-
chent un grand nombre de fois et fanastomosent les uns avee
les autres. Ces cellules répondent au type que Raxvier nomme
corpusculaire, par opposition au type membraniforme présenté
par les cellules plates du tissu conjonctlif ordinaire.

LLes cellules sont placées dans une substance fondamentale
transparente, incolore apres action du carmin boracique el
de I'hématéine-éosine, et qui ne se colore que Irés peu ou
pas du tout par 'orange G. Dans la figure 72, le fond rose de
la préparation est dd, non pas i la coloration de la substance
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fondamentale, mais a celle des noyaux des deunx couches épi-
dermiques qui enveloppent la lame mugueuse, noyaux dont
la coloration, diffuse parce quiils ne sont pas au point, se pro-
jette sur toute la préparation.

Fig. 72.
Tissu muqueunx de la quene d'une larve de triton fixé par la liqueur
de Kleinenberg et coloré an carmin boracigue.

., eellules éloilées du tissu, — ehr, chromoblaste, Stiassnie, ocul. 3, object. 6.

Dans cetle substance se rencontrent ca et la des lencocytes
soit fixés au repos et dans ce cas arrondis, soil fixés an mo--
ment méme de leur migration, et par suite étirés ou allongés.

Les cellules du tissu muqueux des batraciens se voient par-
faitement sur ces animaux vivants observés dans eau,



234 TECHNIQUE APPLIQUER

2 Tissu muqueux du cordon ombilical. — On chaoisit un
feelus jeune, par exemple un feetus de beeaf de 6 & 10 centi-
metres (le tissu muqueux du cordon se rapproche du tissu
connectif vreai an fur et & mesure du développement) et on le
lixe par la liqueur de Miller,

Au bout d'une semaine on le lave soigneusement i I'eau, on
durcit par la gomme et 'aleool, puis on fait des coupes minces
que 'on colore & I'hématéine et & 'éosine et que 'on monte
dans la glyeérine, '

Les cellules sont moins ramassées sur elles-mémes que
celles des tritons, '

Au milieu de la substance fondamentale on distingue quel-
ques fibres connectives minees,

On peut aussi fixer au formol, durcir par aleool, faire les
coupes, les colorer au picro-carmin et les monter dans la gly-
cerine,

Au fur et dmesure que le fetus grandit, le lissu mugqueux
perd de plus en plus ses caractéres Iypigues,

3" Tissu muqueux chez les embryons. — Les embryons
de mammiféres et d'oiseaux donnent de magnifiques exemples
de tissu muguenx. On Péladiera dans la pean d’embryons de
boeul de 5 a 10 centimétres de longueur aun moins, sur des
coupes faites apres fixation par le liguide de Flemming, inclu-
sion A la parafline et coloration avee les couleurs d'aniline.

—
.

— TiI1sSU MEMBRANEUX

ur

I'ne modalité spéciale de la structure du tissu conjoncetif
nous est preésentée par certaines lames minces telles que le
meésentere et épiploon des pelits animaux. 11 importe de con-
naitre celle forme spéciale de ce tissu, On I'éludiera dans les
préparations suivantes,

1° Préparation du mésentére examiné en entier. — On
choisit le mésentere de pelits animaux tels que le rat, le cobaye,
le lapin, chez lesquels cette membrane est suflisamment mince,
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surtout dans les points ot n'existent pas de vaisseaux, car aun
niveau de ces derniers on trouve toujours une cerlaine quan-
lite de tissu conjonctif Liche et de cellules adipeuses. On tend
sur les anneaux une portion de mésentére comprise en dehors
des vaisseaux, on la lave rapidement a eau distillée, et on
Iarrose de quelques gouttes d'une solution a 1 p. 300 de nitrate
d'argent. Au bout d'une minute on lave de nouveaun i I'eau dis-
tillée, puis on porte la membrane tendue sur les anneaux dans
I"aleool & 90¢ el on laisse le tout exposé & la lnmiére diffuse.
Au bout dwun quart d’heure 'imprégnation par Pargent est
faite et la membrane est devenue rigide. On sépare les anneaux,
on enltve avee des ciseaux les bords du mésentere qui ont
été comprimés entre les anneaux tenseurs, el on a ainsi une
lame mésentérique fixée, imprégnée, el incapable de se rétrac-
ter sur elle-méme, On Uhvdrate progressivement, on la colore
a 'hématéine et a I'éosine, et on la monte au baume,

On voit que le mésentere est formé par une trame connec-
tive, dont on distingue les faisceaux, recouverte sur chacune
de ses faces par une lame de cellules plates & contours régu-
liers, marqués en noir par le nitrate d'argent (endothélium).
Chacune de ces cellules est pourvue dun novau.

Entre les deux lames d’endothélium on voit des noyaux plus
ou moins nombreux, suivant I'épaisseur du mésentére. Ce sont
les noyaux conjonctifs de la trame. [ls peuvent étre trés rares
dans les points les plus minces,

2° Etude de la trame du mésentére. — L'endothélinm
sera étudié ailleurs, mais la trame doit étre analysée avee soin,
parce que c'est elle qui constitue la variété de tissu conjonctif
i laquelle on donne le nom de tissu membraneux.

On prépare un fragment de mésentere comme il vient d'étre
dit; mais, apres I'aleool & 90° et 'hydratation, an lieu de le colo-
rer, on traite chacune de ses faces par le pinceau. Pour cela
le mésentere élant placé sur une lame dans de ean distillée,
el maintenu i aide d'une aiguille, on balaie successivement
sous l'eau ses deux faces avec un pinceau trempé dans I'eau ;
puis on colore & I'hématéine et & I'éosine. On déshydrate, ef
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avant de monter dans le baume on fait avec un scalpel quel-
ques sections nettes dans la membrane étendue a plat sur le
couvre-objelt.

Montée au baume et examinée, la préparation montre que
endothélium a été chassé sur presque tous les points, et que
le mésentére est réduit i sa trame conneclive, Celle-ci, dans ses
portions les plus mineces, est formée de faisceaux connectifs,
droits et tendus, entre-croisés et disposés dans un seul plan,
i et 1d se montre un noyau entouré d'une petite quantité de
protoplasma granuleux étalé en une mince couche et coloré en
rose, ¢ est une cellule connective. Entre les faisceaux existe
une substance hyaline & peine colorée en rose trés pdle par
I'tosine, On pourrait se demander si cette apparence est due &
la présence d'une substance fondamentale interposée entre les
faisceaux, ou bien d une légére gquantité de matiére colorante
maintenue entre eux par capillarité, Si 'on observe alors les
points par ot passent les sections précédemment failes, on
voil que ces seclions sont nettes et le conlraste qui existe entre
les deux levres de ces dernieres et le tissu, montre quil existe
bien une substance fondamentale qui unit entre eux les élé-
ments de la trame. Cest par li que ce tissu différe du tissu
connectil liche.

3° Etude des réseaux élastiques du mésentére. — La
trame mésentérique renferme de beaux réseaux élastiques.
Raxvier démontre ainsi leur présence @ On insuffle de Fair dans
le mésentére en le piquant au nivean de sa racine aveec une
pipette effilée. Des bulles d'air sinfiltrent dans |'épaisseur de
la membrane, et par places la déecollent en deux feuillets, 'un
¢pais, auquel restent attachés les vaisseaux et le tissu conjone-
Lf, l'autre trés mince et dépourva de vaisseaux. On fixe la
bulle et on détruit sa vétractilité en arrosant d'alcool & 90°,
Lorsqu’elle est devenue rigide, on réséque la lame non vascu-
laire, on la mel sur un porte-objet, on 'hydrate avec ména-
gement, on la colore au picro-carmin et on la monte a la gly-
cérine. On observe alors de magnifiqgues réseaux élastiques
dont les libres s'élargissent en lames & leurs points de con-
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cours el forment ainst une sorte de membrane lenétrée sar
laquelle repose 'endothélium.

]

8 O, — VARIETES DE CELLULES SE RENCONTRANT
DANS LE TISSU CONJONCTIF

Nous décrirons i1ci les procédés spéciaux pour 'élude de
certaines cellules particulicres du tissu conjonctif (cellules
pigmentaires', ou de cellules qui, sans étre des cellules conjone-
tives vraies, se trouvent dans ce tissu (cellules plasmatiques,
clasmatocytes).

1° Cellules pigmentaires. — Les cellules pigmentaires peu-
vent étre étudices sans préparation aucune ; si on les examine
dans des membranes min-
ces et transparentes, le
pigment qui les impregne
dessine suflisamment leur
forme, On peut en faire des
préparations permanentes
que 'on étudiera avec fruit
sur les exemples suivants :

a. Cellules pigmentaires
de la choroide de Uhomme,
— On fixe un @il humain
enlier dans la liqueur de
Miiller. Au bout de quel-
ques jours on 'ouvre dans

Fig. 73.
! e Cellules pigmentaires de la choroide
Peaun, la rétine se sépare de 'homme {photographie),
aisément par simple agita-

tion dans le liguide. On excise alors des lambeaux de la cho-
roide pris en arriere des procts ciliaives. On les lave soigneu-
sement a eau distillée et on les clive en lames aussi minces
(que possible que Fon déshydrate et que 'on monte au banme
sans aucune coloration préalable, le pigment étant par lni-méme
le meilleur colorant. Le noyan de ces cellules forme une aive
arrondie absolument transparente et dépourvue de pigment,
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Les cellules pigmentaires se présenlent dans la préparalion
avec loules les formes que peuvent revélir les cellules tixes
du tissu connectif, c'est-d-dire la forme éloilée, a corps peu
développe mun de nombreux prolongements liliformes, ou
bien la forme aplatie membraneuse avec des prolongements
lamellaires. Enfin les cellules plates de cetle derniére calégorie
peuvent se rapprocher les unes des aulres jusqu'a se toucher
el a former par places un véritable endothélium contlinu,
comme Raxvier Davail indigqué pour le Lissu conjonelif en
cénéral, Dans ce cas le pigment mangue au niveau du contact
des cellules qui est indiqué par un mince trait incolorve. Le
corps des cellules présente en oulre des trails incolores tres fins
entre-croisés dans différents sens, qui selon Raxvier résullent
des empreintes failes sur les cellules par les fines fibrilles du
Lissu.

h. Cellules pigmentaires de la quewe des balraciens, ou chromo-
blastes, — On les observera aisément chez le triton dans les
préparations failes comme il est dit page 231 {fixation au hquide
de Kleinenberg, coloration au carmin boracique, montage au
baume). Elles se présentent comme des corps noirs ou bruns,
a prolongements filiformes fins, tres longs et trés touffus. Dans
les cas on le pigment n'est pas trop abondant antour du noyau,
on peul voir ce dernier faiblement coloré en rouge par le
carmin.

(Vest 1a la forme élalée des cellules pigmentaires. On peut
les trouver rétraclées et revenues sur elles-mémes. Lorsqu'on
fixe une larve vivante de triton par le liquide de Fremwine,
la plupart des chromoblasles sonl ainsi rétraclés. On colore
alors au bleu polychrome, on monte au baume, les prolon-
gements des cellules pigmentaires sonl revenus sur eux-meémes,
et sont beaucoup plus larges.

20 Clasmatocytes. — Les clasmalocyles découverls par
Raxvier sont des globules blanes fixés dans le tissu conjonetif
o ils prennent un aspect spécial en méme temps qu’ils s"adap-
tent i une fonclion nouvelle. On les étudiera de préférence dans
le mésentere des batraciens. La salamandre terrestre fournit
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pour cela des préparations magnifiques. A son deéfaut le triton
donnera aussi de bons résultats. Le mode de préparation est
le méme quel que soit animal choisi.

L'animal tué étant placé surle dos et fixé sur une lame de
licge, on ouvre le ventre el on tire au dehors une anse intes-

Fig. 74.

Mésentere de la salamandre (fixation an liquide de Flemming,
coloration au blen polychrome).

ml, muscles lisses. — ¢f, clasmalocyle. — n, noyaux. Sliassnie, ocul. 2, objecl. .

tinale en ayant soin de ne pas blesser le mesentere. A aide
d'épingles plantées & travers lintestin on élale le mésentore
aussi regulicrement que possible. On plonge le tout dans dua
liquide de Flemming. Au bout de vingl-quatre heures le mésen-
tere est détaché de ses insertions vertébrales el intestinales,
il forme une lame rigide non rétractile, facile & manipuler, On
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le lave longuement a leau, on le colore au bleu polychrome et
on le monte au baume,
Les clasmatocytes se montrent sous la forme de trés grandes

fi

pe—s

Fig. 75.
Clasmatoeyte de la
ligure précédente
en vraies cou-
leurs.

1, noyau. Jh pro-
lonzemenl enlier, pe,
prolongement  coupd .

Stiassnie, ocul. 2, ob-
Jeel, 5.

cellules étoilées (fig. 7%), présentant un
noyau bleu et un corps protoplasmique
violacé, d'on partent des prolongements
tres longs, colorés de la méme maniére,
irréguliers, moniliformes, et dont les ex-
trémités sont formées par une série de
arains discontinus, indigquant un émietle-
ment en poussiere de la substance des
cellules (clasmatose, RaNviER).

Le mésentere du treiton, comme celu
de la salamandre, possede des fibres mus-
culaires lisses colorées en vert par le
réactif.

3¢ Cellules plasmatiques. — Ce sont
aussi des leucocytes fixés au sein du tissu
conjonctif, mais de taille beaucoup plus
petite que les clasmatocytes, et ne preé-
sentant pas de phénomenes de clasma-
lose.

On les rencontre dans le derme des
mudqueunses, Un fragment de la muqueuse
linguale, par exemple, est fixé par le
liquide de Flemming et inclus a la paral-
line. Les préparations sont colorées au
bleu polychrome. Les cellules plasmati-
ques se reconnaissent & leur couleur vio-

lacée semblable & celle des clasmatoeytes, Elles sont un peu
plus grandes que les cellules conjonetives, elles sont arrondies
ou preésentent des angles légérement étirés, leur noyau est
ovale, il se colore vivement en bleu.

Les cellules plasmatiques se rencontrent en grand nombre
dans les mugueuses ayanl subiune légere irritation chronique,
On peut done les rechercher avee avantage dans de telles
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muqueunses, i condition de pouvoir recueillic et fixer ces der-
nicres pen de temps apres la morl.

§ 6. — Ti1SSU RETICULE

C'est une forme particuliére du tissu connectif qui forme la
charpente des ganglions lymphatiques. On le prépare de deux
mani¢res : par la méthode du pinceau, ou par injection de
liquide picro-osmio-argentique.

1° Méthode du pinceau. — Cetle méthode a été employée
depuis longtemps. Raxnvier recommande de appligquer ainsi :
Un ganglion de chien est placé pendant vingl-quatre heures
dans de I'aleool au tiers, de la il est porté dans une solution
sirupeuse de gomme arabique ou il séjourne vingl-quatre
heures, puis dans Palcool & 90°. Au bout d'un jour il est suffi-
samment dur pour que Pony puisse faire des coupes minces.
Celles-ci sont recueillies dans 'aleool ; les meilleures sont
choisies, puis portées avec précaution dans un cristallisoir de
verre bas, rempli deau. Les coupes surnagent d'abord; lors-
(qu’elles s’enfoncent, on applique doucement 'une d’entre elles
sur le fond du cristallisoir & aide d'un pinceau en touchant
délicatement toute sa surface de maniere a4 la faire bien
adhérer au verre. Lorsque Iadhérence est établie on passe
doucement le pinceau sur la coupe qui devient de plus en
plus claire, d'opaque qu’elle était, On la recueille sur une
lame, on colore aupicro-carmin et on monte ala glycérine.

Les travées du réticulum se montrent plus ou moins débar-
rassées des cellules lymphatiques gqui encombrent leurs inter-
valles a I'état ordinaire. Suivant que 'action du pinceau a 6té
poussée plus on moins loin, on peut voir la surface - de ces
travées absolument nue ou bien pourvue de noyaux ovales
aplatis placés sur elle.

2" Injection interstitielle de liquide piecro-osmio-argen-
tique. — Par ce procédé on peut obtenir des coupes qui
sans avoirbesoin d'étre traitées au pincean montrent trés suffi-

PRECIS DE TECHNIOUE HISTOLOGIOUE. 16
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samment le tissu réticulé des sinus des ganglions et le revéte-
ment endothélial de ses travées.

Dans un ganglion lymphatique de chien, absolument frais
on pousse une injection interstitielle du liquide sus-indiqué,
en placant la pointe de la seringue immédiatement sous la
coque fibreuse du ganglion, qui se gonfle. On maintient I'in-
jection pendant quelques minutes en soulenant la pression,

ig. 76.
Ganglion Ilymphatique traité par l'injection interstitielle de liquide
de Renaut (tissu réticulé, photographie).

puis on porte le ganglion dans I'aleool & 90° apres y avoir fait
quelques incisions destinées a faciliter la pénétration de ce
dernier. On change fréquemment 'alcool pour enlever toute
trace d'acide pierique, et on fait les coupes dans le microtome
de Raxvier soil apres simple durcissement par lalcool, soit
aprés durcissement par la gomme s'il est nécessaire. Les
coupes recueillies dans I'ean et soigneusement lavées (si elles
ont été gommeées) sont colorées i 'hématéine et i I'éosine, et
montées dans le baume. Les follicules et les cordons follicu-
laires restent entierement encombrés par les globules blanes,
mais les sinus sont trés bien dégagés par places, et 'on voit
admirablement les travées du tissu réticulé, colorées en rose,
avec les noyaux violets; sur nombre d'entre elles on peut
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reconnaitre les contours des cellules endothéliales imprégnées
en noir par largent. Je recommande beaucoup ce mode de
préparation qui donne des résullats excellents et faciles a

obtenir,

§ 7. = TISSU TENDINEUX

On choisit pour I'é¢tude les tendons tres fins et filiformes des
muscles spinaux de la queue de la souris, ou bien ceux des
fléchisseurs des doigls de la grenouille. Ces tendons sont du
reste le modele simple des tendons plus gros qui consistent
eux-meémes en un groupe de petits tendons filiformes réunis
par du tissu fibreux.,

1° Préparation des tendons filiformes. — Pour se les pro-
curer, on coupe a sa base la queue d'une souris récemment
tuée, on la dépouille de sa peaun, puis saisissant lextrémiteé
délice de la queue entre les ongles, au nivean de Farticulation
de deux vertebres, on seclionne les tissus mous, on sépare les
deux vertébres et on écarle les deux fragments. Les tendons,
qui ont résisté a la section faite par l'ongle, sélirent sous forme
de longs filaments tres fins. On fera avec eux les préparations
suivantes :

a. Leamen du lendon en exlension (Raxvier). — En maintenant
les tendons tendus entre les deux fragments de la queue on les
porte sur une lame, on les fixe sur celle-ci par deux goultles de
paraffine placées présde lears extrémilés, puis on les coupe an
deld de leurs points de fixation sur la lame de verre, Ils forment
alors comme de pelites cordeleltes trés fines tendues sur le
porte-objet. On dépose sur leur milieu quelques goultes de
picro-carmin qui les fixe et les colore & la fois. Au bout de
quelques heures on lave a 'eau, puis on monte dans la glyeé-
rine formigqudée, en ayant soin de laisser en place les goulles de
parafline gqui maintiennent les tendons.

On voit les cellules tendineuses rangées en files, colorées en
rouge, avee un noyau plus fortement coloré et des stries lon-
gitudinales rouge foncé qui répondent aux crétes d'empreinte.
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Pour rendre la préparation permanente on remplacera la
alycérine formiquée par de la glycérine neutre et on lutera en
recouvrant avec le lut les filaments qui dépassent les bords de
la lamelle, Lorsque le lut sera suflisamment see pour main-
tenir en place les tendons, on coupera les extrémilés de ces
derniers, et on netloiera la préparation.

b. Préparation apres fication a4 Uacide osmigue. — Les
tendons maintenus tendus par un petit poids attaché a leur
extrémité ou par tout autre procédé sont fixés pendant vingt-
quatre heures dans lacide osmique. Au bout de ce temps ils
ne se rétractent plus. On les lave a I'ean, on les colore au
picro-carmin pendant vingt-quatre heures, puis on les monte
dans la glyeérine formiquée. Il n’est pas besoin alors de fixer
leurs extrémités. On place sur la méme lame quelques tendons
dissociés en partie avec des aiguilles et quelques autres intacts.
On voil alors les cellules tendineuses en place dansles tendons
intacts, et plus ou moins isolées dans les dissociations. En
imprimant de légers mouvements & la lamelle on peut méme
en faire rouler quelques-unes dans le liquide pour mieux voir
leurs crétes d'empreinte,

c. Imprégnation au nitrate d’argent. — Les tendons toujours
tendus, sont portés dans une solution & 1 p. 300 de nitrate
d’argent. On les y laisse quelques instants et on les retire. lls
sont devenus rigides, on les déshydrate et on les monte dans
le baume.

Sur ces préparations, on peut voir trois choses : 49 & la surface
des tendons, 'imprégnation d'un endothélinm régulier qui peul
manquer par places; 2° au-dessous de celui-ci ou & des endroits
o il manque, l'imprégnation négative de cellules du fissu
connectif qui forment des étoiles incolores sur un fond noir;
3¢ dans I'épaisseur du tendon, et pas toujours, on peul voir
le long des lignes cellulaires des traits transversaux noirs qui
répondent aux limites des cellules tendineuses.

20 Etude sur les coupes. — De pelits fragments de queue
de souris dépouillés de la peau, mais conservant toutes les
autres parties en place, sont fixés pendant vingt-gquatre heures
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dans de 'acide osmique & 1 p. 100, puis lavés el mis pendant
qualre ou cing jours dans une solution aquense saturée d'acide
picrique qui décalcifiera les vertébres. Au bout de ce temps ils
sont durcis dans la gomme puis coupés, les préparations bien
dégommdées sont colorées par le picro-carmin pendant vingt-
quatre heures et montées dans la glycérine formiquée, ou
bien par 'hématéine et 1'éosine el montées au baume. Sur ces
coupes on voit treés bien les rapports des cellules tendineuses
avee les faisceaux tendineux et les expansions protoplasmiques
des cellules qui se glissent entre les faisceaux (ailes de Griix-
HAGEN).

L]

§ 8. — TisSsu APONEVROTIQUE

On peut grouper sous ce nom deux formes de tissu con-
jonctif qui, morphologiquement, sont frés voisines 'une de
I'autre, le tissu des aponévroses, et le tissu lamelleux de la
cornee,

1° Aponévroses. — On choisira comme objet d'étude une
aponéyrose assez mince pour quon puisse lexaminer en
entier par transparence. L'aponévrose fémorale de la gre-
nouille répond parfaitement & ce but (Raxvien).

Pour la préparer on dépouille de sa pean le membre posté-
rieur dune grenouille, puis on détache la cuisse en enlevant
avec elle une partie du bassin et de la jambe afin de maintenir
les muscles fémoraux ainsi fixés au niveau de leurs insertions
dans un état de tension moyen. On plonge le tout dans
une solution & 4 p. 200 d’acide osmique. Au bout de vingl-
(quatre heures on lave soigneusement & 'eau, puis on découpe
dans l'aponévrose qui est devenue rigide un petit lambeaun que
Fon détache aisément des muscles sous-jacents. On le lave de
nouvean a I'eau, on le colore par I'hématéine et par I'éosine et
on le monte au baume.

On voit qu’il est formé par deux plans de fibres connectives
constitués chacun par des faisceaux connectifs tous paralléles
entre eux, mais dont la direction est exactement perpendi-
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culaire & celle des faisceaux de I'autre plan. Ces faisceaux
colorés en rose sont striés longitudinalement (structure fibril-
laire).

Ga et la, entre deux faisceaux conséculifs d'un méme plan,
existent des fenles liné¢aires plus ou moins longues qui se croi-
sent & angle droit avee celles que 'on trouve dans le plan
adjacent.

Les cellules placées i la surface des faisceaux, et pour la
plupart entre les deux plans de fibres, présentent des noyaux
violets, de contours trés irréguliers, et en forme de rein, de
croix simple ou a deux branches transversales (créte d'em-
preinte, Raxvier).

2° Tissu lamelleux de la cornée. — Ce lissu est essentiel-
lement formé de lames incolores et parfailement transparentes,
formées de faisceaux disposés perpendiculairement entre eux
comme ceux des aponévroses et logeant dans leurs intervalles
des cellules du tissu conjonetif, On étudiera : a. la structure
des lames; b, 'imprégnation négative par l'argent des cellules
cornéennes; ¢. 'imprégnation au chlorure d'or.

a. Structure des lamelles. — Les lames de la cornée parais-
sent parfaitement homogénes ; pour montrer qu'elles sont for-
mdées de faisceaux connectifs fibrillaires, Raxvier emploie le
procédé suivant : Une cornée fraiche est fixée par une épingle
i la face inférieure d'un bouchon de liege qui ferme un flacon
dans lequel on a disposé quelques centimelres cubes de la
solution d’acide osmique a1 p. 100. Elle est ainsi fixée par les
vapeurs osmiques.

On la durcit ensuite par de I'alcool et on en fait des coupes
passant bien exactement par des méridiens. On examine ces
coupes dans 'eau i un grossissement de 500 & 600 fois. On voit
alors que le tissu lamelleux est formé par la superposition
réguliere de lames dont les unes sont sectionnées perpendicu-
lairement et les autres parallelement & la divection des fibres
qui les composenl. Les premiéres sont formées de champs poly-
gonaux granuleux correspondant & la coupe de faisceaux, les
autres sont striées en long.
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Dans ['épaisseur de ces lames existent des fentes analogues
a celles que l'on trouve dans les aponévroses et qui don-
nent lieu & ce que 'on a décrit sous le nom de corneal tubes
(Bowwmanxy),

b. Imprégnation négative des cellules cornéennes aw nitrale
d'argent. — Raxvier conseille comme le plus pratique le pro-
cédé suivant : On prend de préférence un petit animal (rat,
grenouille, triton) dont la cornée n'aura pas besoin d'étre
clivée ultérieurement. L'wil étant en place, on passe le crayon
de nitrate d'argent sur la cornée, puis on enléve I'weil el on
le porte dans de I'eau distillée, on détache la cornée el on
acle Uépithélinm de sa face antérieure avec un scalpel. On
fait, s’ est besoin, quelques inecisions radiales sur le bord
de la cornée, pour lui permelire de bien s'étaler sur la
lame, el on la monte dans la glycérine ou mieux dans le
baume.

On voit les cellules et leurs prolongements se détacher
en blanc sur le fond brun ou noir de la préparation. Cest
alors que l'on peut se rendre un comple exact du nombre
et de l'importance des prolongements des cellules connec-
Lives.

c. Imprégnation positive des cellules cornéennes au chlorure
d'or. Méthode de Raxvier. — On détache la cornée et on la porte
dans du jus de citron ou on la laisse pendant cing minutes,
puis dans une solution a 1 p. 100 de chlorure double d'or et de
polassium on elle reste un quart d’heure, et on laisse réduire
i la lumiére du jour dans I'eau acétifiée. On monte dans la
glycérine.

Il ne faut pas laisser séjourner la cornée plus de vingl-cing
minutes dans le chlorure d'or, sans cela ce ne sont plus les
cellules qui sont imprégnées, mais les nerfs.

Par celte méthode on distingue bien les cellules dont le corps
et les prolongements sont colorés en violet foneé, les noyaux
sont généralement réservés en clair. On voit aussi trés bien
les fentes de la cornée,

Les cellules cornéennes présentent le type corpusculaire
chez la grenouille, le lézard, le beuf, le cheval, le pigeon,
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tandis que chez le triton, le rat, le lapin, le chien, I'homme,
elles sont du type membraniforme (Raxvier).

CHAPITRE 11

TISSU CARTILAGINEUX

Le tissu cartilagineux est trés développé chez le feetus ot
il forme le modele primitif de la plupart des piéces du sque-
lette. 11 persiste chez I'adulte au niveau des tétes articulaires,
des fausses cotes, de 'arbre trachéo-bronchique, ete. 11 forme
le squelette tout entier des poissons dits cartilagineux, mais
dans ce cas il est souvent calcilié an moins en partie, c¢'est-a-
dire que sa substance fondamentale est chargée de sels cal-
caires. On distingue dans le tissu cartilaginenx les trois prin-
cipales variélés suivantes : 1¢ cartilage hyalin; 2° cartilage
libreux (libro-cartilage) ; 3° cartilage réticulé ou élastique.

1° Cartilage hyalin. — C'est le Lype par excellence du tissu
cartilagineux, et ¢’est lui qui est choisi de préférence comme
objel d'étude pour ce lissu. On fera les préparations sui-
vanles :

a. Eramen du cartilage dans son propre plasma (RAXVIER).
— On dégage le fémur d'une grenouille récemment tuée, avee
le rasoir sec on enléve une premiecre calotte de cartilage sur
la téte du fémur, alin de faire une surface de section plane,
et on coupe sur celle-ci une mince tranche de cartilage que
I'on porte surune lame. On recouvre rapidement d'une lamelle
sans interposition d’aucun milieu, on lute & la parafline et
on examine. La préparation est ainsi étudiée dans son propre
plasma (voy. p. 78).

On distingue la substance fondamentale incolore et hyaline,
puis les cellules arrondies ou ovales, remplissant exactement
la capsule qui les entoure, et munies de noyaux. Au bout de
quelque temps la préparation se desseéche un peu, et les cel-
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lules se rétractent-dans leurs capsules qui paraissent en partie
vides.,

[l existe des lames de cartilage assez minces pour pouvoir
dtre observées en enlier sans coupes, apres quelles ont été
débarrassées des parties molles qui les entourent. Telles sont

les ailes de l'appendice
Yo w0

Fig. 77.
Cartilage d'ossification, patte de cobaye fixée au liquide
de Flemming.

. cellules earlilaginenses. — g, globules rouges. — #d, lravées directrices, Sliassnie,
ocul. 2, object. fi.

nouille, ou encore le bord du scapulum du triton. On pourra
examiner ces lames comme il vient d'étre dit et dans leur
propre plasma.

b. Coupes aprés fixation par le liguide de Flemming. — Le car-
tilage hyalin se laisse mal pénétrer par les réactifs, et d'autre
partses cellules, trés valnérables, se rétractent facilement dans
leur capsule. Aussi dans la plupart des préparations voit-on
celles-ci i moitié vides, et renfermant une cellule ratatinée
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fixée contre un point de leur paroi. Le liquide de Flemming
conserve hien la structure délicate de ce tissu, et permet d'en
faire de bonnes préparvations, On choisil dans un fietus un
métacarpien ou une phalange débarrassée des parties molles
qui 'entourent, sauf du périchondre dailleurs intimement
uni au cartilage et que I'on ne pourrait enlever que par lam-

beaux. On le plonge dans du liquide

2y de Flemming ou on le laisse vingt-

v 9 quatre heures, on le lave soigneu-

- 1:!;; ¢ s sement & 'eau, puis on le passe
i sl . dans l'alcool & 90°. Sans aulre dur-
':! . S of cissement, on fn.it, :-HIIi rank son axe
9% 5 des coupes aussi minces que pos-

R0 @'t . 7 sible. La présence des sels calcaires

.2 Towe’ 9 : qui se déposent au moment de I'os-

L sification ne géne pas, car il y a

—EEw o @ 1lla’-|_'a]n_'.ilt1uﬁfinn préalable par le réac-
3 T, fif. Se méfier de la transparence

e, du tissu qui fait paraitre les coupes

plus minces qu'elles ne le sont en

Fig. 78. réalité. On colore au violet de gen-

Cartilage hyalin de la tra-  tiane et i l'orange G. et on monte
chée du cobaye (lixa- oy hayme, ou méme on ne colore
tion a l'acide osmique ; h _ ‘
inclusion & la paraffine). P2 et on monte directement dans

la glycérine.

“_x:':}}f:ﬂ.'flﬂjﬂ_::_Jf":&;‘::ﬂfg?h;-". Les cellules cartilagineuses tres

seux. Sliassnie, ocul. 2, object. 6. bien conservées l‘EmI]lisscut exac-

tement leurs capsules.

Sur ces coupes on peut voir les dilférents modes de distri-
bution des cellules cartilagineuses. Sous la surface articu-
laire elles sont aplaties et disposées en lils successifs ; dans
I"épaisseur de la téte elles sont arrondies el rangées en familles
ou en colonies groupeées en cercles (groupes isogéniques coro-
naires de Rexavr); au niveau de la diaphyse elles sont super-
posées en fliles (carlilage sérié, groupes isogéniques axiaux
de RExavt) et enfin au voisinage du point d'ossification elles
sont trés volumineuses,

=
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La substance fondamentale est parfaitement hyaline et 1égé-
rement teinlée en orange sur les coupes colorées. On voit les
fibres du périchondre se fondre dans la substance fondamen-
tale de lagquelle on ne peut les séparer,

Des préparalions faites par le méme procédé dans le carli-
lage hyalin de la trachée d'un cobaye adulte monireraient
dans lintérieur des cellules cartilagineuses des grains de
graisse colorés en noir parl'acide osmique (fig. 78).

c. Examen du cartilage des raies — Distribulion des cellules
cartilayineuses. — Ce cartlilage est intéressant parce quiil

montre mieux que. toul aulre ce cas particulier de la distri-
bution des cellules cartilagineuses en familles que Rexavr a
désignées sous le nom de groupes isogéniques. Il y a des
groupes isogéniques coronaires et des files de cellules ali-
gnées (groupes axiaux) de maniere a dessiner des figures
rayonnees.

Le cartilage des raies est calcifié, ou mieux présenle une
crotute caleifi¢e, dans laquelle la substance fondamentale est
imprégnée de sels calcaires. On le fixera par l'acide picrique
en solution aqueuse saturée, qui fera en méme temps dispa-
raitlre les sels de chaux, el permeltra ainsi de faire des coupes.
Apres un séjour de deux ou trois jours dans la solution
picrique, on lavera & I'alcool & 70° pour enlever la Leinte jaune,
on coupera a4 main levée ou au microtome, on colorera les
coupes au picro carmin el on montera dans la glyeérine, ou
bien on les traitera par 'hémaliine el I'éosine el on les mon-
tera au baume.

Dans ce dernier cas la substance fondamentale est violetle.
Les cellules ont leur noyau violet, leur protoplasma rose. On
voil des groupes coronaires composeés, ¢'est-ia-dire formés de
familles groupées en cercles, et dont le centre est placé -
meéme sur un cercle de plus grand diamétre qui forme le
groupe isogeénique de premier ordre.

d. Substance fondamentale du cartilage. — Celle subslance esl
parfaitement hyaline et incolore. Elle se teint en violet par
I"'hémaléine, se colore a peine en rose par le picro-carmin et
en général prend peu les couleurs, saul au niveau du pour-
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tour des cellules ot elle forme I'épaississement connu sous e
nom de capsule,

La substance fondamentale présente souvent sur les coupes
des stries paralléles entre elles et inégalement écartées. Ces
stries sont dues & des bréches trés fines du rasoir. On ne les
prendra pas pour une trace de structure de la substance fon-
damentale.

Pour voir cette structure, Rexavr fixe par les vapeurs osmi-
ques un fragment de cartilage hyalin. Puis il v fait des coupes
et colore & 'hématoxyline. On voit alors la substance fondamen-
lale traversée par une série de lignes qui s'entremélent les unes
aux autres en rencontrant les capsules, et qui convergent en
général vers les vaisseaux. Ces lignes seraient formées par des
travées d'une substance spéciale plus riche en eau que le reste
de la substance fondamentale, et devenues visibles par la perte
de cette eau pendant la fixation aux vapeurs osmiques. Ces tra-
viées pourraient servir i la diffusion des subslances nutritives
au sein du cartilage.

2° Fibro-cartilage. — On prend le ménisque articulaire
d'une vertébre, on le fixe par la solution aqueuse saturée
dacide picrique pendant deux jours, on lave a I'alcool & 700,
on fait des coupes dans deux sens perpendiculaires, les unes
transversales (paralléles & la surface articulaire) les autres lon-
gitudinales (paralléles a4 l'axe de la colonne). On colore &
I'hématéine et a 1'éosine, puis on monte au baume. On voif la
substance fondamentale constituée par des faisceaux de fibres
entre lesquels se distinguent les cellules cartilagineuses entou-
rées de leur capsule.

Les faisceaux se colorent en bleu-violet par 'hématéine, ce
qui les rapproche de la substance fondamentale du cartilage.

3° Cartilage réticulé ou élastique. — On prend une épi-
glotte de chien, de veau, d’homme, etc., on la tixe par I'aleool
A 900, puis on la durcit & la gomme ou & I'alcool et on en fait
des coupes au microtome, on colore ensuite ces dernicres au
picro-carmin et on monte dans la glycérine. Au sein de la

v
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substance fondamentale & peine colorée en rose tres pile on
distingue : 1¢les cellules cartilagineuses avec leur capsule; 20 des
fibres élastiques. Celles-ci fortement colorées en jaune vif
paraissent formdées de grains discontinus ; elles conslituent des
réseaux répandus au sein de la substance fondamentale,

CHAPITRE 111

TISSU OSSEUX

Le tissu osseux est absolument caractéristique des vertébreés.
Il présente un grand nombre de variélés @ lissu compact, tissu
spongieux, cément, ivoire, écailles des poissons. Quelle que
soil la variété & laquelle il appartient, le tissu osseux est tou-
iours essentiellement formé de cellules ramilides, anastomosdées
entre elles et plongées dans une substance fondamentale
dure. Dans les cas les plus simples, il constitue des lames
minces, placées au sein dutissu fibreux et dépourvues de vais-
seaux. Dans les pieces plus volumineuses, les cellules et la
substance fondamentale se développent autour de vaisseaux
propres, et enlin on voit apparaitre des cavités remplies d'une
substance molle, la moelle osseuse.

Un os complet comprend done toujours une gaine flibreuse
(peérioste), du tissn osseux, de la moelle osseuse.

LLa dureté du tissu osseux oblige & employer pour son étude
des moyens particuliers. Ce sont: la décaleilication qui, en dis-
solvant les sels caleaires, laisse simplement la trame organique
et les parties molles que on peut couper avec les procédés
habituels, et la préparation par usure de lames minces qui
permettent d'éludier la disposition des parties dures de los.
Nous exposerons d’abord ces deux méthodes, puis nous indi-
gquerons un certain nombre de préparations nécessaires pour
connaitre la structure de 'os,

1° Décalcification. — La décalcitication repose sur le prin-
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cipe que certains acides (acides echlorhydrique, nitrique, chro-
mique, picrique, ete,) forment avee les sels de chaux qui entrent
dans la constitution des os, des composés solubles qui aban-
donnent I'os et se dissolvent dans le liguide décaleifiant.

Cette derniere condition est absolument indispensable. En
effet, si l'on atlaque la substance des os par l'acide sullfurique,
elle se ramollit bien, mais il se forme dans U'intérienr du lissu
des cristaux de sulfate de chaux insolubles que l'on ne peut
enlever el qui gitent les préparations,

On peut faire avec chacun des quatre acides que nous avons
indiqués des solulions titrées qui serviront a la décalcifica-
tion ; nous ne signalerons que les suivantes :

a. Acide ehloriydrigue. — Lacide chlorhydrique en solution
dans I'eau, de 1 & 10 p. 100 suivant la dureté et la compacité
des pieees que on traite, décaleifie rapidement, mais il gonile
le tissu et altére, aussi faul-il avant de le faire agir fixer les
parties molles et les cellules par I'aleool. A 50 p. 100 il agit
trés rapidement, et permet de décaleifier un os en quelques
heures (au détriment de sa bonne conservation bien entendu).
La décaleification achevée, et on le reconnail i ce que l'os se
laisse aisémenl couper avec un scalpel ou percer a I'aide d'une
aiguille, on lave soigneusement la piéce dans I'ean, puis on la
passe dans I'alcool & 90° pour la durcir ensuite i la gomme ou
I'inclure dans la paraftine,

b. Aeife nitriqgue. — L'acide nitrique pur en solution de 3 a
7 p- 100 dans I'alcool & 70° forme un bon ligquide décalcifiant
qui agit assez vite, et décalcitie un os en quelques jours, a la
condition d'étre fréquemment renouvelé. Les pitces sont
jaunes, on les lave & Falcool a 90° de maniére & enlever toute
trace d’acide, puis dans I'alcool pur.

c. Aeide chromique. — L'acide chromique en solution a
1 p. 100 décaleifie bien, mais assez lentement. On ne 'emploie
guire seul, mais il donne & quelques-uns de ses composés cetfe
propriété décaleifiante. Ainsi la liqueur de Flemming décaleifie
suffisamment les os trés minces, comme le labyrinthe osseux
de petits mammiferes. L'acide chromique al’avantage énorme
de fixer en méme temps qu'il décaleifie.

et

."' i
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d. Aeide pierique. — On 'emploie en solution saturée dans
'eau. Cest le décalcifiant par excellence : son action est tres
lente mais Lrés sire, on devea Pemployer toules les lois que
I'on ne sera pas pressé par le temps. Les fragments & décalei-
fier doivent étre petits, el Popération dure des semaines et
meme des mois.

De tous les liquides que nous venons de citer, et en dehors
du ligquide de Flemming qui ne peutsTappliquer comme décal-
citiant qu'a quelques cas tres particuliers, ¢’est lacide pierique
que 'on doit choisir de préférence. La lenteur de son action
est compensée par ce fait qu'il altére moins que tout autre les
parties molles du tissu. Nous conseillons done de procéder
ainsi pour la décaleification :

La pitce osseuse est lixée au préalable pendant trois jours dans
I'alcool 4 90° puis suspendue dans une quantité d’acide picrigue
appropric¢e a sa taille (d'un volume 50 fois plus grand) et fré-
quemment renouvelée. L'action du réaclif peut étre accélérée
en maintenant le flacon qui renferme la piéce dans une étuve
a 4&5°. Lorsque la décaleification est achevée, on durcit & la
gomme et a l'alcool ou bien on lave dans I'alcool & 70° jus-
qu'a disparition de l'acide picrique et on inclut & la paraffine.

2° Préparation de lames minces par usure. — Cette prépa-
ration ne peulse faire que sur des os secs parfaitement dépouil-
lés de parties molles et de graisse. Pour préparer soi-méme
des os convenant bien d cet usage, on enlévera 1'os aussilot
apres la mort de animal, on le dépouillera sousI'eau de ses par-
ties molles, et on le portera dans un bain d'eau toujours main-
tenue en quantité suffisante pour gqu'aucune partie de 'os ne
soil exposée a l'air, parce qu'alors la graisse diffuse dans la
substance fondamentale et ne peut plus étre enlevée. On recon-
nait quun os est propre & faire ces préparations i sa teinte
opaque et d'un blanc parfait ; les os imprégnés de graisse et
qui ont un aspect jaundtre, translucide, doivent étre rejetés,

On choisit la diaphyse d'un os bien sec et bien blanc et, a
I'aide d'une scie fine, on y découpe des tranches aussi minces
que possible (1 & 2 millimétres). On doit faire ainsi des coupes
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transversales et longitudinales, ces derniéres dans deux direc-
tions, radiale et tangentielle.

Ces lamelles d'os présentent sur leurs surfaces des stries dues
aux dents de la scie, il n’y a pas a s'en préoccuper, elles vont
disparaitre dans les manipulations suivantes. On maintient ces
lamelles appliquées contre une meule fine, en appuyant sur
elles la pulpe du doigt; on commence i les user sur les deux
faces, puis lorsqu’elles deviennenl assez minces pour risquer
d’étre brisées, on les porte entre deux pierres ponces mouillées
@ section bien plane, que Uon frotte 'une contre autre de
maniere a amineir encore la lamelle osseuse. Lorsqu'on
trouve qu'elle est assez mince, on la lave et on la passe dou-
cement sur une pierre tres fine ou sur un cuir a rasoir frotté
de craie pour enlever les stries faites par la pierre ponce, et on
la lave soigneusement dans I'eau avec un pinceau pour bien
débarrasser sa surface de la poussitre et des débris qu'elle
pourrait présenter. On la passe ensuile dans de T'alcool, on
la séche sur du papier filtre et une fois hien siéche elle est
préte & étre montée en préparation,

3¢ Etude des parties dures du tissu osseux. — Celle étude
faite sur des tranches minees d’os sec nous montrera la dispo-
sition de la substance fondamentale et la distribution des
cavités formées soit par les canaux de Havers, soil par les cor-
puscules osseux (loges des cellules osseuses) et leurs prolon-
gements (canalicules primitifs), qui la parcourent dans tous
les sens. Dans l'os sec, ces cavités communiquent toutes entre
elles; pendant la vie elles étaient occupées par les cellules
osseuses el par leurs prolongements ou par des vaisseaux san-
guins. L'é¢tude de I'os sec donne le moule en creux des parties
molles. 1l ne s'agit ici que du tissu compact, nous laissons de
coté les cavités médullaires. L'étude des cavités creusées dans
la substance osseuse, et celle de la structure de la substance
fondamentale exigent des préparations spéciales que nous
allons indiquer,

a. Flude des cavilés de tissu osseux remplies d’air. — Une
lamelle d'os sec a été préparée comme il a été dit ci-dessus, et
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parfaitement séehée. On prend un fragment de baume de
Canada sec, bien pur et bien transparent, on le mel sur une
lame et on le fond & la flamme d'une lampe ou sur une plague
chaullfante, Lorsqu'il est fondu on y plonge la lamelle osseuse,
on recouvre d'une lamelle et on refroidit le tout rapidement sur
une plagque de marbre. Le baume se durcit alors assez vite pour
ne pas avoir le temps d'envahir les cavités creusées dans l'os,
et ces dernieres remplies d’air apparaissent en noir sur le fond
transparent de la préparation,

Ces préparations montrent admirablement la charpente du
tissu osseux et font voir qu'elle est constituée par deslamelles
de substance fondamentale entremélées de corpuscules osseux,
qui, colorés en noir et entoures de leurs fins prolongements,
ressemblent @ de petites araignées. Cest sous cet aspect que
le tissu osseux est généralement rveprésenté dans les livres,

Si 'on a une coupe transversale portant sur toute I'épaisseur
de l'os, on peut voir des lamelles périphériques qui font
tout le tour de I'os (lamelles périostiques), d’autres centrales
qui entourent la moelle (lamelles périmédullaires), puis, entre
ces deux sortes de lamelles, une série de systemes dislinets
formés de lamelles concentrigques autour d'une cavité centrale
(canal de Havers) et qui constituent les systémes de Havers.
Enfin, entre les systemes de Havers, et comblant les vides
(qui existent entre eux, il existe des systémes intermédiaires,
formés d'un certain nombre de lamelles et comparables i des
secteurs découpeés dans des systemes de Havers de maniére a
remplir exactement les espaces qui existent entre ces derniers.
Les coupes longitudinales montrent les anastomoses des
canaux de Havers. i

b. Coloration des cavités de 'os. — La méthode ci-dessus
peut étre insuffisante pour établir le mode de terminaison des
canalicules primitifs. En effef, le baume peut envahir une partie
de ces derniers et par suite interrompre leur continuité. Aussi
Rasvier a-t-il indiqué un procédé de coloration qui, en tei-
gnant exactement les cavités osseuses, permet de les suivre
dans toute leur étendue. Le voici @ On découpe une lame d’os
sec el on Pamincit sans pousser 4 bout 'opération. Avee un

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE, 1%
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scalpel a trempe dure on racle chacune de ses faces pour ouvrir
les cavités qui ont été comblées et fermdées par la poussitre et
les débris provenant du frottement. Cela fait, on place la
lamelle dans une solution alcoolique de bleu daniline qui
envahit les canaux de Havers et les corpuscules osseux et se
dépose i leur intérieur. Auboul de deux ou trois heures toutes
ces cavités sont remplies de bleu. On évapore au bain-marie,
on laisse sécher la lame, puis on I'use sur la pierre ponce sui-
vant le procédé ordinaire, en ayant bien soin de mouiller la
pierre avec de I'eau salée & 2 p. 100 qui ne dissout pas le bleu.
Lorsque la lamelle est suffisamment mince on la monte dans
la glycérine salée.

Les images données par ce procédé sont les mémes que les
précédentes, mais elles sont plus complittes, et on peul suivre
les canalicules sur toub leur trajet. On voit que ceux d'un
meéme systeme s‘anastomosent entre eux. Les plus internes
vont s‘ouvrir dans le canal de Havers. Les plus externes ont un
trajet récurrent, se recourbent en anse et reviennent sur eux-
mémes ou vont sunir & d'autres canalicules du méme sys-
teme,

c. Ftude des lamelles osseuses. — On prépare une lamelle
mince d'os sec, on la séche bien complétement, et on la place
dans du baume fondu, que 'on maintient quelque temps en
fusion au lieu de le refroidir brusquement comme dans la preé-
paration destinée & montrer les cavités de l'os. Une partie de
celles-ci et un grand nombre de leurs canalicules sont oblitérdés
par le baume qui les a envahis et par suite rendus invisibles,
mais par conltre les lamelles de substance osseuse se voient
tres bien. Quelle que soit la direction des coupes (longitudinale
ou transversale) la substance osseuse se montre toujours for-
mée de lamelles alternativement homogénes et striées. Sur les
coupes transversales, les stries onl une direction radiée a partir
du centre du systéeme de Havers.

d. Fibres de Sharpey. — Leslibres de Sharpey sont des fibres
de tissu connectif chargées de substance osseuse et que l'on
trouve dans la partie des os qui est d'origine périostique, ou
dans les os d'origine membraneuse. Dans les préparations



TISSU OSSEUX 250

faites par le procédé précédent et monlées dans du baume
qui se refroidit lentement, on voit souvent ces fibres sous la
forme de cercles, lorsqu'elles sont coupées transversalement,
ou bien de courts eylindres lorsqu’elles sont coupées en long
ou obliquement.

On peut les voir trés aisément dans les os plats du crdne.
On prend un os de la voile, bien sec, on y découpe une mince
lamelle que I'on use par le procédé ordinaire, puis que l'on
décalcitie rapidement dans Pacide chlorhydrique a 2 p. 100
(Raxvier). L'action décaleitiante est trés rapide, et on peul
méme examiner la préparation dans 'ean acidulée qui a servi
a la faire. Les fibres de Sharpey se voient bien i cause du
faible indice de réfraction du milieu.

4° Examen des parties molles de l'os. Cellules os-
seuses. — Les cellules osseuses sont logées dans les cavilés
etoilées que I'on trouve dans la substance dure et que I'on a
appelées bien improprement les corpuscules osseux. Ce sont
des cellules délicates qui facilemenl se rétracltent, et dont
tous les détails ne se voient pas parfailement sur les picces
décaleitiées dont on se sert d’habitude. Aussi pour en prendre
une bonne idée, faul-il s'adresser & des pieces osseuses tres
minces, par suite tres facilement pénétrables aux réactifs fixa-
teurs, el qui possedent de plus des cellules osseuses bien déve-
loppées et de grande taille. Les diverses pitces minces de
Fopercule des Téleostéens répondent bien a ces desiderata. On
verra ensuile comment les cellules osseuses se montrent dans
les os de I'homme et des mammiftres.

a. Etude de la cellule osseuse de Uopercule des Téldostéens, —
On choisit 'opercule trés mince d'un petit poisson osseux. On
enleve ses pariies molles, on le fixe par le liquide de Flem-
ming dans lequel il doit séjourner (uarante-huit heures envi-
ron. Au bout de ce temps, la lame osseuse est décalcifiée et a
pris une certaine souplesse. On la lave longuement i 'eau,
puis on la colore a I'aide du bleu polychrome suivant les régles
indiquées page 181. Mais aprés le lavage & 41° conséeutif
Faction du glycerinethermischung, an lieu de passer dans



260 TECHNIQUE APPLIQUEER

I"alcool, on la porte dans une goutte de glyeérine. Si la lame
osseuse esl un peu épaisse, on peut alors en la raclant avec
un scalpel la cliver en lamelles minces assez transparentes
pour étre soumises i l'examen. On recouvre d'une lamelle, el
on lute a la parafline et a la cire. La substance fondamentale
de Tos est & peine colorée, les cellules au contraire ont une
teinte plus vive et 'on peut suivree aisément les plus fins pro-
longements, qui sont tres nombreux et s'anastomosent.

b. Etude de la cellule osseuse dans l'os décaleifié. — On prend
un fragment d'un os quelconque, on fixe ses parties molles
par un séjour de trois & quatre jours dans I'acool, puis on le
porte dans une solution aqueuse saturée d'acide pierique que
I'on renouvelle souvent. Au bout de sept & huit semaines la
picce est décaleilice. On la durcit dans la gomme et alcool.
L'inclusion & la paraffine convient mal parce qu'elle est tres
longue, et que le tissu fixé insuffisamment par 'alecool et lacide
picrique pour supporter l'effet de ce long séjour dans la paraf-
fine, est toujours altéré par elle. Apres durcissement on coupe
au microtome & plan incliné, on lave les coupes et onles colore
an picro-carmin ou bien i 'hématéine et & I'éosine. Dans ce
dernier cas on monte au baume.

Les cellules osseuses se montrent comme des corpuscules
¢toilés, munis de prolongements courts. Elles sont rétractées
dans leur loge el n'occupent quune partie de celte derniere,
La plupart des canalicules osseux sont effacés et ne se voient
plus, ce qui tient soit au gonflement de la substance fonda-
mentale par le réactif décaleifiant, soitd leurindice de réfrac-
tion peu différent de celui du milieu. Quoi qu'il en soit, on est
surpris de voir combien le méme os qui, sec et usé en lamelle
mince, se montrait admirablement riche en canalicules osseux,
en semble maintenant dépourvu. C'est 1d un bon exemple pour
faire saisir aux débutants I'influence de la méthode employée
sur les résultats fournis par les préparations.

l.a substance fondamentale est colorée en violel par I'héma-
téine, en rouge par le carmin. Les prolongemenls protoplas-
migques sont eux-mémes courts el se perdent bien vite dans
les canalicules incomplets de la substance fondamentale.
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Nous parlerons ultérieurement du périoste et de la moelle,

Si 'on veut examiner des coupes trés minces d'os déealei-
liés, et cela ne peutse faive qu'apres inclusion a la paralline,
on choisira des os de trés pelite taille pris a4 des animaux
jeunes (libia de la souris, ete.), on enfixera de pelits fragmenls
dans du liquide de Flemming on ils séjourneront au moins
quarante-huit heures; il faut changer deux ou trois fois le
liquide. Au bout de ce temps ils sont sutlisamment décaleilics
et tixés, On les lave trés soigneusement i eau, on les déshy-
drate complétement, on les ftraite par le xylol (deux jours), et
on les inclut & la parafline, la pénétration de cette dernicre est
lente. On colore les coupes a la safranine el au vert lumicre
ou bien & la safranine, au violet de gentiane et i l'orange. Les
cellules ossenses se montrent un peun mieux conservées, avee
des prolongemenls plus nombreux et plus longs que dans les
préparations preécédentes.

5° Moelle osseuse. — La moelle osseuse est située dans les
cavilés médullaires, dans les aréoles du tissu spongieux, dans
les canaux de Havers. Elle présente trois variétés : la moelle
adipeuse ou jaune, que lon trouve dans les os longs des ani-
maux adultes, la moelle rouge qui existe dans les os longs des
animaux jeunes et dans certains os des adultes, enfin la
moelle mugueuse qui remplit les aréoles des os de la face. On
¢tudiera de préférence la moelle rouge qui est une moelle en
activité, Nous indiquerons ci-dessous plusieurs manicres de
préparer la moelle osseuse, et nous commencerons par signa-
ler un moyen d'éludier les vaisseaux sanguins.

Quel que soit le mode de préparation que 'on veuille lui
faire ultérieurement subir, pour se procurer de la moelle on
fend un os long a l'aide d'un scalpel dur, el d'un maillet, ou
en le faisant éclater entre les mors d'un étau. L'os ainsi fendu
permel darriver directement sur la moelle que l'on fixera
in tolo ou en partie par les fixateurs indigqudés plus loin, 11 faul
éviter d’employer la scie qui entraine dans la moelle osseuse
des parties qui ne s’y trouvent pas naturellement,

a. Etude desvaisseaur sanguins, — Les vaisseaux sanguins
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de I'os sont situés pour la plupart dans la moelle, ceux du
tissu compact occupent les canaux de Havers. Pour les étudier
on injecte une masse de gélatine au bleu soluble dans Tartére
nourriciere, puis on fixe par I'alcool et on décaleifie par l'acide
picrique.

Sur les lames usées d’os sec on voilt facilement la distribution
des canaux de Havers qui reproduit celle des vaisseaux.

b. Dissociation de la moelle osseuse. — Un fragment de
moelle rouge ayant été dégagé comme il a été dit ci-dessus
sur un animal qui vient d’¢tre tué, on en prend sur la pointe
d'an scalpel une petite quantité que on dissocie avec les
aiguilles dans un ligquide indifférent (sérum sanguin, eau salée
a7 p. 1000). On recouvree dune lamelle et on observe, Dans
de bonnes conditions on peut voir les mouvements amiboides
des lencoeytes. On distingue a lafois : ces derniers ; de grandes
cellules & noyaux bourgeonnants; des globules rouges contenus
dans des vaisseaux capillaires ou bien libres; des cellules a
novau el renfermant de 'hémoglobine; des cellules géndra-
rices de 'os (ostéoblastes); entin, parfois, de grandes cellules
a noyaux multiples (my¢loplaxes). Ces deux derniers éléments
sont parfois un peu difticiles & trouver, nous indiquerons deux
modes de préparvations qui en fournissent. Pour plus de faci-
lité, on peut aussi fixer de petits fragments de moelle fraiche
dans l'alcool au tiers pendant dix & trente heures (Raxvier),
puis les dissocier dans 'eau, les colorer au picro-carmin et les
examiner dans la glyeérine introduile avee précaution sous la
lamelle. On a ainsi des préparations permanentes. L'hémoglo-
bine des cellules qui en renferment a été dissoute par Ialcool
au tiers,

c. Coupes de la moelle osseuse. — On tiche de dégager un
fragment de moelle osseuse par éclatement d'un os. Lorsqu'il
est mis & nu, autant que cela peut se faire sans risquer de le
déchirer, on le plonge, au besoin avee quelques fragments d’os
qui y adheérent encore, dans un fixateur, puis on linclut & la
paralline. On peut recommander deux méthodes principales :
1o fixation au sublimé; 2° fixation a la liqgueur de Flemming,

1o On fixe an sublimé, on lave soigneusement & l'alcool a

EE
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70 iodé, puisa l'aleool & 90°; lorsque la piéee est devenue dure
on achéve de la dégager enticrement de l'os, on inelut dans Ia
parafline. On fait des coupes minces que l'on colore ensuite
A Phématéine et & 'éosine. Sur ces coupes on voit tres bien les
différentes cellules médullaires et le réticulum fin de cellules
conjonetives qui existe entre elles.

20 On fixe par le liquide de Flemming, on inclut a la paral-
fine et on fait les coupes que on colore i la gentiane et a
I'orange ou au bleu polychrome. Comme les cellules contien-
nent de la graisse, il faut monter les coupes dans le baume au
chloroforme.

. Recherche des ostéoclastes on myeloplares. — Ces cellules
ne se renconlrent pas toujours avee la méme abondance dans
la moelle osseuse, Elles se trouvent surlout au niveaun des
points ot existe une résorption rapide de P'os, Eterxon conseille
sous ce rapport d'examiner la face interne des cotes qui est
en voie de résorption constante. On fixe un fragment de cote
de cobaye jeune par la liqueur de Flemming, on le laisse
sejourner quarante-huit heures dans la liqueur renouvelée
deux ou trois fois, on lave al'eau, on déshydrate et on inclut
dans la parafline. On colore par les couleurs d'aniline, colora-
tion de Benda, de Flemming, et on monte au baume,

e. Etude de la moelle muqueuse, ostéoblastes. — Les ostéoblastes
sont les cellules formatrices de la substance osseuse. lls exis-
tent partout on se forme de 'os, on les trouve aussi dans les
dissociations de moelle osseuse, mais on peut les examiner
plus facilement que partout ailleurs dans les coupes des os de
la face dont les aréoles sont remplies parla moelle muqueuse,
formée de tissu connectif mugquenx.

On prend le maxillaive inférieur d'un fwetus avancdé, on le
fixe par l'alcool, on le décaleitie par 1'acide picrique, on le
durcit par la gomme et on en fait des coupes transversales
par rapport i laxe de 'os. On colore au picro-carmin et on
monte a la glyeérine. On voit le tissu muqueux traversé par
des vaisseaux capillaires occuper le milieu des mailles formées
par les travées de substance osseuse. Les bords de ces travées
sont recouverts par les ostéoblastes rangés régulitrement les

W
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uns i coté des autres, et ayant pris par suite une forme épi-
théhiale. Les travées osseuses sont colorées en rouge vif par le
carmin, les ostéoblastes en rouge-brun.

6" Périoste. — Le périoste est une gaine fibreuse qui
entoure l'os. Pour 'étudier on prend un os long dépouillé des
muscles qui I'entouraient, en respectant soigneusement le
périoste. On le fixe par Palcool fort, puis on le décaleitie a
l'acide picrique, on le durcit par la gomme et on en fail des
coupes longitudinales et transversales. On les lave soigneuse-
ment al'eau et on les colore au picro-carmin, puis on les monte
dans la glyedrine.

Ces coupes montrent le périoste en rapport avec l'os. On
voib quiil est formé de deux couches, une externe constituée
par des fibres connectives longitudinales entremélées de fibres
clastiques colordées en jaune, une interne rougedtre, contenant
chez adulte des fibres plus tines que celles de la périphérie,
chez le foetus ou Fanimal en voie de croissance des ostéo-
blastes serrés les uns contre les aultres,

Sur les coupes longitudinales on voil certaines fibres connec-
tives du périoste passer dans l'os et se fondre dans sa subs-
tanee.

7v Ossification. — Pour étudier ossification, comme il se
rencontre dans ce stade de P'évolution des éléments tres deli-
cals, il importe de faire une lixation tres énergique. La liqueur
de Flemming réussit tees bien, elle déecaleifie en méme temps
assez pour permeltre de faire les coupes. On enléve avee preé-
caution un métatarsien ou un métacarpien de fwetus de cobaye,
en laissant en place la plupart des parties molles qui 'entou-
rent; on le met pendant deux jours dans le liquide de Flem-
ming renouvelé deux ou trois fois, on lave & l'eau, on déshy-
drate et on inclut dans la parafline parce qu'il est bon d’avoir
des coupes trés minces, et quil n’est pas inutile non plus
d'avoir des coupes sériées. Mais, comme on a va chapitre 111,
page 130, que l'inclusion & la parafline n’était pas sans altérer
un peu les éléments cellulaives, sur une pitce identique pré-
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parée de la méme facon, fixée au liquide de Flemming, lavée
a leau el passée simplement dans Paleool & 902, on fera sans
autre durcissement des coupes aussi minees que possible qui
serviront en quelque sorte de témoins. Ges coupes, comme
celles faites apres inclusion dans la paraffine, doivent étre paral-

Fig. 79
Coupe longitudinale d'un os long en voie d'ossification (fixation
au liguide de Flemming, coloration par la méthode du méme
auteur). :

ps plriosle. — o, osléoblasles a la surface de la subslanee osseuse, — co, cellules
osseuses. — so, subslance osseuse. — m, moelle, — v, vaisseaux. Sliassnie, ocul. 2,
object, 5

léles a axe longitndinal de I'os et au plan vertical médian de
I'animal, en d’autres termes doivent passer par le plan dorso-
ventral du membre.

Quel que soit leur mode de préparation (c’est-d-dire qu'elles
soient incluses ou non), ces coupes seront colorées par les cou-
leurs d'aniline (coloration de Benda, de Flemming) et montées
au baume. Les travées cartilagineuses qui servent dappui aux
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amelles osseuses sont toujours moins fortement colorées que
ces dernieres dans I'épaisseur desquelles on verra des ostéo-
hiastes & demi enfouis.

Dans les préparations teintes a 'hématéine les travées du
cartilage sont fortement colorées en bleu. On peut, chez un
animal nouveau-né, injecter an bleu de Prusse les vaisseaux
dun os long, décalcifier a 'acide pierique et faire des coupes
pour voir comment les vaisseaux se comportent sur la ligne
dossification,

CHAPITRE 1V

SANG

Le sang est le principal liquide nourricier de 'organisme des
vertébrés, Chez ces animaux il partage cette fonetion nutritive
avec la lymphe; de plus il est spécialement chargé de trans-
porter les gaz (e la respiration (oxygene, acide carbonique),
et les produits d'excrétion (urée).

On peut le considérer comme un tissu dont les globules
représenteraient les éléments cellulaires, et le plasma dans
lequel ils nagent, la substance fondamentale.

Pour prendre une connaissance suflisante du sang il faut
faire la série de préparations indiquées ci-dessous.

§ 1. — EXAMEN DU SANG VIVANT

Cet examen doit étre fait au momen! méme on le sang vient
détre tiré d'un vaisseau, car il s'altére presque instantanément,

On peut le pratiquer directement, en observant le sang tel
qu'il est au sortir du vaisseau, ou bien en le diluant dans un
sérum. Nous examinerons & part quelques cas.

1° Examen direct du sang de mammifére. — On se pro-
cure une goutte de sang soit en se piquant légérement la pulpe
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du doigt avee une aiguille préalablement flambée, soit en faisant
une tres légere entaille a loreille d'un rat blane ou bien encore
en piquant la pulpe de la patte d'un cobaye, apreés lavoir
bien lavée, On dépose le sang sur une lame, on recouvre dune
lamelle, on lute trés rapidement & la parvaftine, et on observe
immédiatement a un grossissement de 300 fois an moins. La
préparation est absolument remplie de corps rougeitres ou
mieux orangé pile, qui se touchent tous, et peuvent étre
nombreux au point de géner I'examen si la couche de sang est
un peu épaisse, ee qu'il faut éviter. Ces corps sont les globules
rouges, Ci et Ia au milien d'eux se voient d’autres corps sphé-
rigques un peu plus gros et absolument incolores, ce sont les
clobules blanes. Les globules rouges, qui se montrent tantot de
face ef tantot de profil dans la préparation, et qui roulent sur eux-
mémes an moindre mouvement imprimé i la lamelle, laissent
voir leur forme en disque excavé au centre sur ses deux faces.
Lorsquil est vu de profil, un globule rouge se montre avec la
forme d'un biscuit légérement renilé i ses deux extrémitiés.
Sl est va de face, le renflement de ses bords se reconnait
aux différences d’aspect qu'il présente suivant la position
de Pobjectif. Apreés que 'on a bien mis au point, lorsqu’on
¢loigne 'objectif, le bord du globule devient brillant et son
centre obscur ; lorsqu’on rapproche I'objectif, le centre devient
brillant et le bord obscur (Raxvier).

Pendant les mouvements du liquide, on peut aussi juger de
la souplesse et de I'élasticité des globules qui, s'ils viennent i
étre pliés ou comprimées, reprennent d’'enx-mémes leur aspect
normal des que la cause de leur déformation a disparu.

Beauncoup de ces globules sont empilés comme des pitces de
monnaie, el les piles qui se défont par suite des mouvements
imprimés & la lamelle se reforment bien vite avec les mémes
elobules ou avee leurs voisins.

Au bout de quelques instants on voit déji certains globules
présenter des altérations notables. Beaucoup offrent sur leur
bord des échancrures plus ou moins profondes (globules eré-
nelés), puis les échancrures se prononcant davantage et la
substance intermédiaire entre elles s'eflilant en pointe, ils de-
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viennent épinewr, D'auires encore voient le centre de leur
disque se déprimer d'un coté en faisant saillie de 'autre et se
Lransforment ainsi en sortes de pelites coupes ou de calotles
(globules en ealotle). D’autres enfin se gonflent et deviennent glo-
buleux. Au bout de gquelques heures la préparation est absolu-
ment perdue et ne renferme plus un seul globule intact; le
sang s'étant du reste coagulé, elle pourra servir & montrer la
fibrine comme on le verra plus loin.

2" Examen direct du sang de grenouille. — On anes-
thésie profondément une grenouille au chloroforme, on la fixe
sur une planchette et, incisant la peau au-devant du sternum
on soultve ce dernier avee des pinces. On découpe dans le
sternum une pehite fenétre et on découvre ainsi le coeur ; on
ouvre le péricarde, on attire au dehors la pointe du coeur que
l'on tranche brusquement d'un coup de ciseau. On recueille
une goutte de sang que Fon prépare comme il vient d’étre dit
sous une lamelle bordée a la parafline, et que 'on examine
immdédiatement. Pendant ce temps un aide recueillera en vue
d'autres préparations le sang qui conlinue a couler. Ceci fait
la grenouille sera tuée par destruction de la moelle et du cer-
Ve,

Les globules rouges du sang de la grenouille sont beaucoup
plus gros que ceux des mammiféres; ils sont en outre ellipti-
ques et présentent un centre clair occupé par le noyau absolu-
ment incolore et qui tranche ainsi sur la teinte de 'hémoglo-
bine. Ce noyau, arrondi et doué¢ d'une certaine épaisseur, lait
bomber le centre du globule sur les denx faces du disque ellip-
tique formé par ce dernier, de sorte que, contrairement aux
globules discoides des mammiféres qui se montrent biconcaves
méme lorsqu’ils sont vus de profil, ceux de la grenouille se
montrent alors biconvexes. Leurs déformations sont moins
marquées et moins rapides que celles des hématies des mam-
mileres ; cela tient peut-¢tre & ce que leurs conditions de
température sont moins changées par le fait de obervation
que pour ceux-ci. Une de leurs principales modifications,
signalée par Rasvier, est un plissement radjaire du disque du
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clobule. Les globules blancs, beaucoup moins volumineux
que les rouges, se montrent sous la forme de pelites spheres
claives, finement granuleuses. Ils présentent des mouvements
amihoides,

3" Examen du sang dans un sérum. — Lorquon exa-
mine directement une goutte de sang recouverte par une
lamelle, il arrive souvent que les globules sont si nombreux
qu’ils se touchent lous, se superposent et empéchent 'obser-
vition. On remédie & cela en diluant une goutte de sang obtenu
comme il vient d'¢tre dit dans un sérum ou dans un liquide
imdifférent. On peut prendre le sérum sanguin de animal qui
fournit son sang, ou bien encore de 'eau salée & 7.5 p. 1000,

On peut aussi employer une solution de sulfate de soude a
5 p. 100,

Le sang dilué dans ces sérums se conserve intact pendant
aquelques heures, ef si 'on se sert du sulfate de soude, la coagu-
lation ne se produisant pas, on peut poursuivre aisément
I'observation. Cependant la préparation finit par s'altérer, le
serum sanguin lai-méme employé comme milieu indifférent
ne met pas les globules rouges & labri de la déformation glo-
buleuse (Raxvier). On ne peut done faire avec ces méthodes
que des préparations extemporandées,

§ 2. — EXAMEN DU SANG APRES FIXATION

On peut fixer le sang, comme les aulres tissus, mais le
choix du fixateur importe beaucoup. En effef, non seulement
les globules rouges sont treés délicats et leur forme trés alté-
rable, mais encore la substance caractéristique qu’ils renfer-
ment, 'hémoglobine, se dissout aisément sous diverses in-
fluences et abandonne le globule qui lui sert de support
habituel. Dans ces conditions le globule rouge manquant
d'un de ses principaux caractéres peut élre méconnu dans
une préparation.' Il importe done, avant toute tentative de fixa-
tion, de connaitre 'action des divers réactifs sur la forme des
globules et sur I'hémoglobine,
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1° Action des réactifs sur les globules et sur I'hémoglo-
bine. — Parmi les corps qqui peuvent étre mis en présence des
globules rouges, les uns dissolvent 'hémoglobine et 'enlévent,
les autres non seulement ne la dissolvent pas, mais la fixent sur
les globules, de telle facon qu’elle résiste alors & des lavages
qui F'auraient enlevée sans cela. Nous indiquerons les corps
qui dissolvent et ceux qui conservent 'hiémoglobine, en méme
temps que leur action sur les globules.

a. Dissolvants de Uhémoglobine. — L'eau pure, naturelle ou
distillée, dissout 'hémoglobine, elle décolore par conséquent
les globules, puis les rend sphériques el transparents. Elle est
done toujours i éviter pour la préparation du sang.

Un grand nombre de solutions salines faibles et étendues
agissent de méme,

La bile dissout trés rapidement 'hémoglobine, gonfle les glo-
bules et les fait éclater. s disparaissent sans laisser de traces.

L’éther dissout enticrement 'hémoglobine, on peul s’en ser-
vir pour isoler cette substance. Le chloroforme agit de méme,

L'alcool élendu dissoul aussi 'hémoglobine, et si les glo-
bules rouges fixés par I'alcool au tiers, conservent en majeure
partie leur forme, ils sontl par contre absolument décolorés.
Lorsqu’on fixe des pieces dans alcool & 900, dans le centre
de la piece on l'aleool n'estarrivé qu'a un élat de dilution assez
grand, les globules rouges contenus dans les vaisseaux sont
décolorés. A la périphérie on l'alcool était plus pur 'hémoglo-
bine est restée fixée aux hémalties,

La congélation enléve aux globules rouges toute leur hémo-
globine qui se dissout dans le plasma. Il faut s’en souvenir
pour le cas ot on ferait des coupes de tissus en se servant de
ce procédeé de durcissement.

L'électricité appliquée sous la forme d'une série d’étincelles
obtenues par la bouteille de Leyde, ou sous la forme de cou-
rants d'induction, entraine aussi la dissolution de I'hémoglo-
bine dans le plasma.

Enfin la dessiccation lente d'une couche de sang dans l'air
amene une déformation complete des globules qui peuvent en
outre perdre une partie de leur matiere colorante.
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b, Fizatewrs de Uhémoglobine. — Une série de réachifs con-
servent i la fois la structure des hématies et fixent 'hémoglo-
bine, Ce sont :

L'eau salée & 7,5 p. 1000 qui peut étre employée avec fruil
comme milien indifférent;

L'acide picrique, dont la solution agqueuse satlurée conserve
bien la forme des globules et fixe 'hémoglobine. Apres son
action les globules rouges se colorent admirablement par
| éosine;

Lalcool absolu, & la condition d'étre employé en grande
quantité sur des morceaux peu épais, car on a vu avee quelle
facilité il shydrate en traversant les tissus, et on sait quil dis-
sout alors 'némoglobine ;

Lacide osmigque en solution & 4 p. 100, Il fixe bien, sans
empécher toutefois quelques globules de devenir épineux ;

Le formol, qui pourtant dans I'épaisseur des picees, gonfle
un peu les globules rouges;

Le liquide de Muller qui conserve bien la forme des globules
rouges ainsi que lhémoglobine, et permet la coloration carac-
téristique rouge brique par I'éosine ;

Le liquide de Flemming, qui fixe bien d'une maniére géneé-
rale, mais cependant gonfle un peu quelques globules et les
décolore. Cetlte action est peul-élre due a l'acide acétique qui
entre dans la composition de ce réactif. Le liquide de Flem-
ming coagule le plasma sanguin dans la lumicre des petils
VAalSseaux ;

Le sublimé en solution aqueuse concentrée;

La dessiccation brusque qui conserve tres bien el la forme
des globules et I'hémoglobine, de telle maniére que 'on peut
¢ludier avee fruit une couche trés mince de sang étalée sur
une lame et rapidement desséchée,

De l'exposé eci-dessus résulte la possibilité d'un certain
nombre de procédés de fixation. Nous indiquerons les sui-
ants :

2° Fixation du sang par dessiccation rapide. — Une
goutte de sang recueillie comme il a été dit plus haut est placée
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sur une lame de verre tres propre el légérement chauffée i la
lamme d'une lampe d aleool. On I'élale trés rapidement en une
couche aussi mince que possible en se servant d'une aiguille
ou d'une baguette de verre que 'on promene horizontalement
sur la lame. Il est indispensable daller tres vite et d'élaler le
sang aussi régulicrement et en couche aussi mince que 'on
pourra. On passe alors la lame deux ou trois fois sur la
flamme de la Jampe & alcool, et la préparation est achevée.
On recouvre d'une lamelle qu'on lute & la paraffine pour I'em-
pecher de glisser, et 'on peut examiner de suite,

La plupart des globules rouges sont parfaitement fixés et ont
gardeé leur couleur jaundtre. 1ls ont conservé les dimensions
qu'ils avaient pendant la vie,

3" Fixation du sang dans un liquide. — On recueille
quelques gouttes de sang vivant, on les fait tomber dans un
verre de montre contenant quelques centimétres cubes de la
solution 4 4 p. 100 d’acide osmique. On agite avec une baguette
de verre, puis, recouvrant le verre de montre d'une cloche pour
le metlre & 'abri des poussiéres, on altend une heure environ.
Au bout de ce temps la fixation est achevée et les globules sont
tombés au fond du verre. On enléve Nacide osmique au moyen
d'une pipette, ou mieux en se servant dun fil de coton qui,
plongé dans le liquide, agit & la manieére d'un siphon, el I'en-
traine au dehors. Onremplace 'acide osmique ainsi enlevé par
de l'eaun distillée que 'on renouvelle plusieurs fois, toujours en
se servant du méme procédé.

On peul alors examiner les globules dans I'eau, ou bien les
colorer i I'hémaléine et & I'éosine,

Tout en les laissant dans le verre, on les colore par les
procédés habituels, on les déshydrate en les laissant toujours
en place et on y met ensuile quelques goutles d’'essence de
girofle on d'origan. On prend alors avec une pipelte un peu
du dépot qu'ils forment, on le porte dans une goutle de résine
dammar placée sur une lame de verre, on recouvre dune
lamelle et la préparation est achevée,

Cette méthode est longue, elle entraine la perte dun grand
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nombre de globules qui sont nécessairement enlevés pendant
les lavages successifs, mais elle donne des résullats trés sars
pour la conservation de la forme,

On peut 'employer avec n'importe lequel des fixateurs que
nous avons indiqués. :

Dans la pratique et pour les besoins ordinaires il vaul mieux
se servir du procédé ci-dessous.

4°Fixation par un réactif du sang étalé sur une lame. —
Sur une lame bien propre, on étale rapidement en couche
aussi mince que possible une goutte de sang, puis on plonge la
lame dans la solution de sublimé,

Au bout de dix minutes environ la lixation est achevée,

On lave soigneusement i Peau ou a lalcool 4 700 et la pré-
paration est préte & recevoir les réactifs colorants.

Le sang parfaitement fixé est collé sur la lame par coagula-
tion de Nalbumine el on peut le soumettre a diverses manipu-
lations sans craindre de I'enlever.

On peut faire sur les préparations ainsi oblenues toutes les
coloralions qu'on désire. Nous en indiquerons seulement une,
la coloration & 'hématéine et a I'éosine,

On hydrate progressivement le sang (si on a lavé A lal-
cool). On le recouvre de quelques gouttes d’hématéine. Au
bout de quelques minutes on lave soigneusement & 'eau. On
colore par 'alcool éosiné et on déshydrate par I'alcool absolu.
On monte au baume, Les globules rouges ont la teinte rouge
brique caractéristique de I'hémoglobine. Les globules blanes
onl leurs noyaux violets et leur protoplasma rose. Quelques-
uns preésentent de grosses granulations fortement colorées en
rouge, ce sont les granulations éosinophiles d'Enkric.,

5° Plaquettes de Bizzozero hématoblastes. — (es ¢li-
ments sont tres délicats el se conservent mal dans les pré-
paralions que nous venons dindiquer, el il importe pour les
étudier d’employer des procédés spéciaux.

Dapres Bizzozero, le cobaye est un des animaux chez los.
quels on observe le mieux les plaquettes. On peut les étudier

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 18
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dans le sang circulant du mésentere (voy. plus loin) ou dans
la préparation suivante @ La pulpe de la plante des pattes de
cel animal est bien lavée el séchée aseptiquement. On y pose
une goutle d'un liquide ainsi composé :

Solution aqueuse concentrée de violel de

D e el < = i o o Tmi I volume
Solution agquense de chlorure de sodinm a
0, ARG S e R NS [N e

et & travers ce liquide on pique fortement. Une goutte de
sang sort et se méle a la matiere colorante. On porte le tout
sur une lame que 'on recouvre d'une lamelle et 'on observe,
Les plagquettes se reconnaissent & leur coloration intense el
se distinguent des leucocytles parce qu'elles sont plus petites,
discoides et dun brillant particulier.

6° Préparation de la fibrine. — Une goulle de sang un
peu épaisse est placée sur une lame de verre el recouverte
d'une lamelle qu’on lute i la paraffine. Au bout de douze heures
environ on enléve la bordure de paraffine avec un scalpel et
on écarte avee précaution la lamelle pour ne pas détacher le
caillot qui s’est formeé en dessous d'elle. Avee une pipette on
arrose ce dernier d'eau distillée, de maniére & entrainer meéca-
niquement les globules rouges, Cela demande un peu de temps
et de patience. Lorsque le réseau de fibrine est suffisamment
dégagé des globules qui le masquaient, ce dont on peut s'as-
surer en examinant de temps en temps la préparation & un
faible grossissement, on colore fortement i I'éosine et on monte
an baume.

La fibrine est teinte en rouge, Elle forme un réseau fin,
aux neuds duquel se trouvent de petits corps également rouges
el doués des mémes proprictés que les lilaments de fibrine
pux-memes, ¢'est-i-dire se gonflant dans 'eau et se dissolvant
dans lacide acétique.

Les filaments de fibrine ont un aspect granuleux qui permet
de les distinguer aisément des fibres élastiques, d'ailleurs
heaucoup plus réfringentes et insolubles dans l'acide acétique
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el des libres connectives beaucoup plus volumineuses, non
aranuleuses et moins colorées.

Pour rveconnaitre la fibrine dans les cas douteux on peut
employer la méthode suivante (WeiGerT) : On traite les coupes
pendant quinze minutes par le violet de gentiane, on lave a
I'eau, puis i leau iodo-iodurée (iode 1 gramme, iodure de po-
tassium 3 grammes, eau 300 centimetres cubes), on lave de
nouveau a 'eau puis on passe tres rapidement dans aleool,
dans un mélange d’huile d’aniline et de xylol (huile d'ani-
line 1, xylol 2), puis dans le xylol pur et on monte au baume.
La tibrine reste bleue, le reste se décolore.

7" Réactions colorées des hématies. — Le sang ne
s'observe pas seulement dans des préparations faites spé-
cialement dans ce but, on le rencontre encore dans la plu-
part des préparations de tissus ou d’organes, Il importe done
de bien connaitre les couleurs que prennent les globules
rounges sous laction des différentes matieres colorantes,
afin de les reconnaitre au sein des organes, méme lorsqu'ils
sont comprimes et déformés, comme cela leur arrive sou-
vent.,

L'¢éosine leur donne une couleur rouge brique trés carac-
Léristique el que 'on ne saurait oublier lorsqu’on I'a vue une
fois. Clest un des colorants par excellence des globules
rouges, el ¢'est pourgquoi nous donnons une place importante
d la double coloration par I'hématéine et par I'éosine, qui
permet de retrouver des globules rouges méme frés peu nom-
breux au sein d'une préparation.

Le picro-carmin les colore en jaune par l'acide picrique
quiil renferme.

La safranine teint les globules en rouge, mais elle s'attache
peu fortement i eux et dans les colorations mulliples, elle
est chassée soit par le vert lumicére dans la coloration de
Benda, soit par lorange G. Le violet de gentiane de méme
les teint en violet-noir, mais le plus souvent les globules
ainsi colorés sont décolords par l'orange.

L'oranze G les teint en orange terne,
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LLe blew polychrome les colore en jaune verdilre ou en
vert brillant suivant Iintensité de la coloration donnée a la
préparation. Gest une réaction trés caractéristique de ces
eléments.

“

9. — EXAMEN DU SANG CIRCULANT DANS LES VAISSEAUX

i

Un des meilleurs moyens de connaitre la forme et Ia
structure des globules sanguins c’est d’examiner le sang
circulant dans les vaisseaux. Différents objets d'étude per-
meltent de faire cette observation, Ce sont les petits poissons
a peine éclos et transparents que 'on peut tenir vivants dans
une goulte d’ean sur une lame de verre, les teétards de batra-
ciens anoures el les jeunes tritons dont la queue trés trans-
parente se préte admirablement & l'examen, et enfin  diflé-
rentes membranes minces, comme la langue de la grenouille,
la membrane interdigitale de cel animal, son mésentére ou
meme celui d'animaux mammiféres tels que le cobaye. Nous
é¢tudierons seulement deux cas tres simples.

1° Examen du sang circulant dans la queue des
tétards. — On prend des tétards trés jeunes et pen pigmentés
(ceux de rainette conviennent tres bien), on les place sur une
lame de verre dans une goutte d’eau, et on les maintient
couchés sur le colé par quelques bandes de papier fillre
mouillé placées en travers sur eux. On recouvre leur queue
d'une lamelle et on observe avec un objectif de distance
focale appropriée i I'épaisseur de la préparation. On distingue
admirablement sur la ligne médiane ventrale le double cou-
ant de DPartére et de la veine caundale, puis des courants
dérivés qui vont de lT'une a l'autre par lintermédiaire de
pelits  capillaires recourbés en anse et qui s'étalent dans
I’épaisseur de la lame caudale. On voit les globules rouges
filer rapidement dans le centre de la lumiére du vaisseau,
les globules blancs les suivre dans ce mouvement, ou, dans
les vaisseaux plus larges, circuler dans une couche liquide
périphérique dont la course est moins rapide, et sarréter
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méme quelquefois contre la paroi du vaisseau. Les globules
rouges doués d'une élasticité parfaite se prétent & lous les
mouvements que leur imprime le liquide, se déforment sur
les éperons qui séparent deux capillaires a leur point de bran-
chement, et reprennent ensuite leur forme sans présenter la
moindre altération.

De temps en temps 'animal fait des mouvements qui forcent
4 interrompre 'observation, mais en général celle-ci est tres
facile, el il n'est pas besoin, lorsqu’'on ne veut pas faire de
dessin, de curariser les tétards.

2" Examen du sang circulant dans le mésentére de la
grenouille. — On curarise une grenouille par linjection
sous-cutanée dune ou deux gouttes de curare au milliéme,
On prépare une planchette de liege qui servira & supporter
I'animal et que 'on placera ultérienrement sur la platine du
microscope en I'y faisant tenir & laide des valets. Sur un
point de la planchette correspondant au trou que porte la
platine du microscope et par lequel arrivent les rayons lumi-
neux, on pratique un orilice circulaire au-dessus duquel on
dispose un petit cylindre ereux de litge, de la hauteur
de I centimetre et demi a 2 centimétres. Le bord supérieur
de ce cylindre présente en dedans une moulure verticale
saillante de 2 ou 3 millimétres. On place alors la grenouille
sur le dos, on fait & un de ses flancs une ouverture en dévitant
de blesser la veine latérale, el on attire au dehors une anse
d'intestin que 'on place sur le eylindre de litge de maniére
d tendre modérément le mésentére sur ouverture de ce
dernier. L’intestin retenu par la moulure saillante dont nous
avons parlé n'a pas besoin d’étre autrement fixé. On observe
le sang circulant. La rapidité du courant est telle que 'on a
de la peine a distinguer les globules, on voit cependant bien
que le courant est plus rapide au centre du vaisseau qu'i
sa périphérie (couche adhésive). Au fur et & mesure que 'ob-
servation se prolonge, linflammation se produit et on peul
observer la sortie des globules blancs hors des vaisseaux (dia-
pédese). On peut prolonger 'observation pendant plusieurs
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heures. 11 faut avoir soin de maintenir la grenouille mouillée
pendantle temps de Pobservation. Celle-ci finie, on doit se hiter
de tuer 'animal par destruction de la moelle et du cerveau.
On peut faire la méme observation sur une grenouille anes-
thésiée au chloroforme. On la fixera alors sur la planchette
par des épingles traversant ses membres pour le cas on 'anes-
Lhésie cesserail et on la tuera de méme l'observation finie.

3 4. — NUMERATION DES GLOBULES DU SANG

Pour dénombrer les globules du sang il importe d’abord de
diluer ee dernier, parce que le nombre des globules est infini-
ment trop grand pour pouvoir étre compté. Comme diluant on
emploie le liquide suivant :

-

Sulfate de soude non efflorescent . . . . . . 5
Eau distillée. P S R S el TR R o )

[l faut faire une dilution & un titre bien déterminé, Pour cela
on emploie le mélangeur de Potain, (Cest une sorte de pipette de
verre dont la partie effilée contient exactement un centiéme
du volume d'une ampoule qui la surmonte. Deux traits marqués
sur le verre indiquent exactement les limites correspondant a
ces volumes, A aide d'un tube en caoutchoue gui prolonge la
pipette en dessus, on fait une légeére aspiration et Fon déter-
mine 'ascension du sang (pris sur le doigt apres toutes précau-
tions antiseptiques) jusqu'aun premier ftrait. On plonge alors
extrémité de la pipette dansle sérum et on aspire jusqu’a
ce que le liquide atteigne le second ftrait fait au-dessus de
I'ampoule. Agitant alors I'appareil on obtient un mélange bien
homogtne du sang et du sérum, grice & une petite boule de
verre placée dans 'ampoule, et qui pendant les mouvements
brasse le liguide. On a alors une dilution homogéne de sang i
un centieme,

Pour compter les globules qu'elle renferme on en porte une
goutle surun petit appareil tres ingénieux, imaginé par MaLassgz
et qui permet d'observer des quantités répondant chacune
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un centicme de millimétre cube, dans
chacune desquelles il sera facile de comp-
ter les globules. Cet appareil consiste en
un porte-objet métallique portant en son
centre un disque de verre parfaitement
plan sur lequel sont tracées des lignes
interceptant des rectangles ayant un
quart de millimétre de longueur et un
cinquicme de millimetre de largeur. On
place sur ce disque une goutte de sang
dilué et on rabat sur elle une lamelle bien
plane, maintenue par une armature meé-
tallique et qui est retenue par lrois pointes
laisant saillie sur la surface du porte-ohjet
i une distance fixe et toujours la méme
de la surface du disque. Cetle distance
élant de un cinguitme de millimetre, e
sang dilué contenu dans 'intervalle qui
existe entre la lamelle et le disque, et dans
chacun des rectangles tracés sur ce der-
nier correspondra & un volume d'un cen-
tieme de milliméetre cube. Le nombre des
globules frouvés dans chacune de ces
cases sera done celui que renferme un
centicme de millimetre cube de sang
dilué,

On comple aisément les globules qui,
plus lourds que le sérum, tombent sur le
disque et ne se déplacent plus. Pour faci-
liter leur numération on a divisé un cer-
tain nombre de rectangles en 20 carrés
plus petits dans chacun desquels le nom-
bre de globules, forcément réduit, est plus
facile & compler,

On fait une série de numérations afin
d’avoir une moyenne valable : lorsqu’on

279

Fig. 80.
Mélangeur de
Potain.

I'a obtenue, comme les chiffres se rapportent & du sang
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dilué, il faut les multiplier par 100 (le taux de la dilution)
pour savoir le nombre des globules dans un centitme de mil-
limeétre cube de sang pur. Enfin comme on a I'habitude
d’exprimer le nombre des globules par millim®tre cube, il

Fig. 81.
Compte-globules de Malassez.

faudra encore multiplier le nombre obtenu par 100. En somme
il suffit d’ajouter quatre zéros a la droite du chiffre de la
moyenne pour avoir le nombre total des globules. Supposons
que la moyenne trouvée ait été de 550, ajoutons les quatre
zéros i la droite et nous voyons que le nombre total des
globules contenus dans un millimetre ecube de ce sang est de
5,500,000, ce qui est i pen pres le nombre ordinaire.

CHAPITRE V

LYMPHE

La lymphe est le liquide nourricier dans lequel baignent tous
les éléments anatomiques; son importance deviendra mani-
feste si l'on se souvient que Lunwic évalue son poids au quart
du poids total du corps. Comme le sang, la Ilymphe esl un tissu
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dont la substance fondamentale est représentée par le plasma
liquide et les éléments cellulaires par les globules blanes.,

L'étude de la lymphe se fait surtouta I'état vivant. On se préoc-
cupe peu d'en faire des préparations permanentes, car on
retrouve ses globules dans le sang et dans certains organes oi il
est plus facile de les étudier,

1° Etude de la lymphe vivante de la grenouille. — On se
procure de la lvmphe chez cet animal en la puisant avee une
pipette de verre eftilée dans le sac sous-cutané dorsal. Tenant
la grenouille verticalement par les pattes de derriére envelop-
pées dans un linge sec pour empécher Fanimal de glisser, on
pince la peau dans la partie supérieure du dos (en arriere des
veux), puis on fait une trés petite incision par laquelle on intro-
duit la pipette que 'on conduit dans la partie déclive du sac
dorsal, ou s’est amassée la lymphe., D'habitude cette derniere
monte par capillarité dans la pipette. Si elle ne le fait pas, on
aspire légérement et on en obtient ainsi quelques gouttes que
I'on porte sur une lame bien propre.On recouvre d'une lamelle
quon lute & la paraffine. Il est bon de laisser quelques bulles
d'air.

Si 'on désire poursuivre l'examen de la préparation pendant
plus de vingt-quatre heures il sera prudent de stériliser avant
de s'en servir la lame, la lamelle et la pipette pour éviter le
développement des bactéries,

On observe avee un grossissement fort, et 'on voil des corps
de forme variée mais le plus souvent sphériques, un peu plus
réfringents que le milien dans lequel ils sont plongés, tres
finement granuleux et pidles. Le novan n'est pas visible. Ce
sont les cellules lymphatiques parfaitement vivantes sur les-
quelles on peut faire une série d’observations du plus grand
intérét. On portera son attention sur les points suivants ;

a. Mowvements amiboides. — Les cellules lvinphatiques, lors-
qu'elles viennent d’¢tre placées sur la lame de verre, sont géné-
-alement sphériques, elles sont en quelque sorte revenues sur
elles-mémes sous I'impression que leur a causée le change-
ment de conditions qu’elles viennent de subir. Pen i peu elles
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sThabituent & ces conditions nouvelles et alors on voit leur
forme changer. Des protubérances se forment sur certains
points de leur contour, sallongent et s'étirent ou rentrent
de nouveau dans le corps du globule. Ces mouvements sont
lents et pour bien s'en rendre compte il faut continuer 'obser-
vation longlemps, ou pour éviter la fatigue, dessiner la forme
quon a sous les yeux, attendre une ou deux minutes, des-
siner la forme nouvelle qu'a prise le globule et ainsi de suite,
On recueille de cette maniére une série de dessins de la méme
cellule qui retracent avec fidélité les changements que cetle
dernitre a présentés pendant la durée de l'observation. Ces
changements de forme saccompagnent de mouvements de
translation, les gros prolongements semblant attirer le corps
cellulaire & leur suite.

Ces mouvements sont I'indice de la vitalité de la cellule, ils
cessent lorsque celle-ci est compromise parlabsence d'oxygéne,
Si Pon introduit une bulle d’air sous la lamelle dans une preé-
paration de lymphe dont les globules ont cessé d'avoir des
mouvements amiboides, on voil reparaitre ces derniers, pourvu
gqu'on nait pas attendu trop longtemps. De méme la chaleur
active les mouvements amiboides qui deviennent tres actifs
vers 37-40° pour cesser a 482 d'une maniere définitive, le proto-
plasma étant tué,

b. Capture de corps élrangers par les globules blanes, — Si
dans une préparation de lymphe faite comme il vient d'étre
dit, on ajoute une gouttelette de vermillon broyé dans un peu
d'ean salée (le vermillon contenu dans les boites de couleurs
convient tres bien), on voit certains globules blances s'emparer
des grains de matiere colorante flottant dans le liquide de la
préparation. Les globules se comportent de méme vis-i-vis de
toutes sortes d’autres corps ou de poussitres.

On observera indirectement le méme phénomeéne en injec-
tant un peu de vermillon dans le sac dorsal d'une grenouille,
Les globules blanes que I'on y recueillera un ou deux jours
apres seront remplis de granulations rouges.

c. Action de Ueauw sur les globules. — Si T'on ajoute de |'ean
A une préparation de lymphe, le protoplasma des cellules se
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gonfle et devient plus transparent, en méme temps le noyau
apparait. La cellule est morte,

d. Action du picro-carmin. — Le picro-carmin lixe légére-
ment les globules blanes, qui & son confact reviennent sur
eux-mémes en boule. Le noyau se colore en rouge, le proto-
plasma se teint en jaune.

e. Action de lacide osmique. — On dépose une goulle de
Ivmphe sur une lame, on 'étale un peu, et la mettant dans la
chambre humide, on attend sans la recouvrir d'une lamelle
que les globules aient repris leurs mouvements. On renverse
alors la lame sur I'ouverture d'un flacon a large goulot conte-
nant de 'acide osmique. Les vapeurs osmiques fixent les glo-
bules assez rapidement pour que la plupart d’entre eux n'aient
pas eu le temps de rentrer leurs pseudopodes, et restent avec
la forme qu’ils avaient pendant la vie, On colore avee I'héma-
Léine et 'déosine on une couleur d’aniline, et on observe.

2° Etude de la lymphe vivante chez un mammifeére.
— Pour recueillir la lymphe, Raxvier indique le procédé sui-
vanl : le thorax de Panimal (chien) étant largement ouvert,
on découvre le canal thoracique & coté de 'aorte, on v pose
une ligature, én dessous de laquelle le canal se gonfle. On
met une seconde ligature un peu plus bas, puis on enléve le
trone du vaisseau compris entre les deux ligatures; avec une
pipette effilée on perce la paroi du canal et on recueille la
lvmphe.

On peut encore procéder de la manitre suivante. Chez un
lapin, tué par section du bulbe, on ouvre le thorax, et arrivé
sur le péricarde on fend ce dernier en évitant toute hémor-
ragie. On y trouve un peu de lymphe (1 & 5 centimeétres cubes)
qui peut servir aux obhservations.

La lymphe recueillie par I'un ou I'autre procédé est déposée
sur une lame, recouverte d'une lamelle lutée & la paraffine et
on fait Fobservation comme pour la grenouille. Pour mainte-
nir la préparation dans des conditions de température aussi
voisines que possible de la normale, il est bon d'employer la
platine chauffante, Cependant celle-ci n’est pas indispensable,
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et I'on voit bien les mouvements amiboides & la température
du laboratoire pour peu que celle-ci atteigne 15 & 18 degrés.

3" Pieges a globules blancs. — [ine expérience déja
ancienne et rapportée dans plusienrs ouvrages de technique,
permet de se procurer un grand nombre de globules blanes
qui viennent en quelque sorte se prendre dans un piege.

On introduit dans le sae dorsal d'une grenouille un fragment
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Fig. 82.
Picge a4 globules (flixation au sublimé, coloration par la hématéine
et I'éosine).

I, lencoevles, — gr, globules ronges, — pm, paroi des eellules de la moelle de sureau.
Stiassnie, ocul. 2, object. 5,

de moelle de surean pris au centre d'un cylindre de moelle et
par conséquent bien propre. On suture soigneusement la plaie
et on remet lanimal dans son aquarium. Au bout de quarante-
huit heures on retire la moelle de sureau et on la fixe immé-
diatement & la liqueur de Flemming ou au sublimé. On la lave
avee précaution pour ne pasentrainer trop de globules, puis sans
durcissement aucun on en coupe des tranches minces que
I'on colore de diverses manitéres par exemple au bleu poly-
chrome ou & 'hématéine et I'éosine,

On voit que les cellules polygonales de la moelle de surean
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renferment des globules blanes qui se sont introduils dans
leur intérieur en se glissant par les pores tres fins qui. percant
les cloisons de cellulose, font communiquer enire elles les
cellules. Ces globules se trouvent dans les cellules de la
périphérie du fragment. Ils se montrent sous divers aspeels,
quelques-uns sont encore engagés dans les pores quils tra-
versaient. On trouve aussi des globules rouges provenant de
vaisseaux néo-formés qui ont déjd envahi la moelle de sureau
(voy. fig. 82).

Si 'on a mis le fragment de moelle de sureau dans le sac
dorsal d'une grenouille préalablement injecté de vermillon
broyé, les globules blancs qui pénétrent dans la moelle sont
chargés de vermillon. Dans ce cas pour bien voir les grains
colorés, on fera sans fixation préalable des coupes que l'on
examinera dans un peu d'eau salée.

CHAPITRE VI

TISSU EPITHELIAL

Les différentes formes de tissus réunies sous ce nom n’offrent
ni rapport de parenté ni rapports fonctionnels. Il n’y a certes
aucun rapprochement i faire entre 'épithélium cylindrique
de l'intestin ou celui de la surface de I'ovaire et un épithélium
sensoriel quelcongue, ou méme I'épithélium de la peau.

Tandis que les diverses variétés du tissu connectif pré-
sentent une uniformité remarquable de composition dans les
différents points de l'organisme o on peut les rencontrer, et
proviennent toutes d'un méme feuillet embryonnaire, le méso-
derme, les différentes variélés du tissu épithélial n'ont qu'un
caraclere commun, Parrangement végulier de leurs cellules,
et ils dérivent des trois feuillets blastodermiques.

Ce qui leur est commun, ¢'est ce que l'on pourrait appeler
la forme épithéliale, ¢’est-d-dire une disposition dans laquelle
les cellules, par le fait de leur continuité, ont une forme régu-
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litre d'autant plus simple qu’elles sont disposées en un plus
pelit nombre de strales.

Ce caractére dépend unigquement d'une des principales
lonctions dévolue aux épithéliums, a savoir celle de former
des revétements continus a la surface de 'organisme ou de ses
cavités, Or si 'on admet quun revétement, pour étre vérita-
blement protecteur, doit étre uniquement composé de cel-
lules, sans l'interposition de substance fondamentale toujours
moins vivante que ces dernicres et par suite moins efficace
qu'elles comme moyen de protection, on comprendra que
dans les revétements parfaits tels que les épithéliums, les
cellules devant étre toutes au contact et recouvrir une surface
réguliere, elles doivent prendre une forme réguliére aussi.

La forme épithéliale n'est done que le résultat de Vadapta-
tion des cellules & une de leurs fonetions celle de former des
surfaces continues, el cela est si vrai que dans le cours de
I'évolution on voit certaines cellules acquérir, puis perdre celte
forme, suivant qu’elles occupent telle ou telle place pendant
les mutations dont elles sont I'objet. Telles sont, chez I'em-
brvon du poulet, les cellules de I'écorce des protovertébres qui,
d’abord irrégulieres et mésenchymateuses, prennent la forme
épithéliale sur le coté dorsal de la proto-vertébre pour la per-
dre définitivement en devenant soit des fibres musculaires,
soit des cellules mésenchymateuses.

On pourrait citer bien dautres exemples analogues. Les
¢pithéliums se caractérisent par ce fait quiils sont formés de
cellules toutes au contact, disposées en rangées continues,
et unies les unes aux aulres par une tres faible quantité de
substance fondamentale (ciment). Sauf de trés raresexceptions,
les épithéliums ne sont jamais pénétrés par les vaisseaux san-
quins ou par les lymphaliques, ni par le tissu conjonctif. En
revanche ils sont traversés par les dernieéres ramifications du
svstéme nerveux gqui s’y terminent,
ufJu distingue parmi eux des épithéliums de revélement qui
recouvrent la surface de 'organisme ou celle des cavités qu'il
renferme, des épithéliums glandulaires chargés des fonclions
de séerction et des épithéliums sensoriels ou newro-épithé-
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liwms. Les épithéliums glandulaires peuvent élre considérés
dans la plupart des cas comme formant un revélemenl aux
cavilés séerétantes auxquellesils appartiennent, mais parfois ils
sont remaniés par les vaisseaux qui se mélangent & eux et
troublent leur disposition qui n’est plus aussi régulicrement
ordonnée par rapport aux lumiéres glandulaires (foie). On
ctudiera les épithélinms glandulaires el les neuro-épithélinms
plus tard avec les organes, et il ne seva question ici que des
épithéliums de revétement. Ces derniers sonl formés par une
ou plusieurs couches de cellules basses et aplaties, ou au
contraire prismatiques ou cylindriques. On distingue par
suite des épithélivms plats on pavimentenr et des épithélivms
cylindriques ou prismatiques, et dans chacun de ces Lypes on
décrit des épithéliums simples ou stratifiés suivant quiils sont
composés d'une seule ou de plusieurs couches de cellules. 11
faut bien savoir que ces termes n'ont quune valeur deseriptive
et ne conviennent parfaitement qu’a certains cas tranches, caril
exisle nombre de formes intermédiaires entre les deux calé-
gories d’'épithéliums qu'ils distinguent. Parmi les épithéliums
pavimenteux il en est dont les cellules, toujours placées sur
un seul plan, sont & la fois trés larges et trés basses, de sorte
qu'elles formeut de grandes lamelles {rés minces, On désigne
ces épithéliums sous le nom d'endothélivms. -

Nous étudierons d’abord un type d'endothélium, puis quel-
ques épithéliums pavimenteux et enfin certains épithéliums
cylindriques.

8 1. — ENDOTHELIUMS

0

Raxvier définit les endothéliums « des épithéliums formés
d'une seule couche de cellules plates ».

On réunitainsi des formes d’origines bien diverses, telles {II]_[{‘.
I'épithélinm des alvéoles pulmonaires dérivé de 'épithélium
entodermique et 'épithélinum des séreuses formé de cellules
mésodermiques disposées en couche de revétement. On élargit
ainsi un peu la signification du terme endothélium créé par
His et qui s'appliquait seulement aux épithéliums plats dérivés
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du feuillet moyen. Mais le terme ainsi défini est bon parce
quil évoque immédiatement l'idée d'une forme histologique
bien nette dont les cellules s'éloignent beaucoup, par leur
¢tendue et leur minceur extréme qui permet a peine de les
distinguer sur les coupes, des autres cellules épithéliales.

On étudie les endothéliums surtout & laide des imprégna-
lions a Pargent. On préparera ainsi lendothélium des séreuses
minces : mésentere, épiploon des pelits animaux, que l'on
pourra examiner par transparence, sans coloration ou bien
apres laction des matiéres colorantes. Pour 'endothélium des
vaisseaux el 'endothélium pulmonaire, voyez pages 362 et 364.

1 Imprégnation du mésentere de la grenouille. — Lne
grenouille est tuée, placée sur le dos sur une planchette de
litge, et lixée par des épingles; on ouvre son abdomen et on
tire au dehors 'intestin gréle en déployant le mésentére, A
I'aide de deux ou trois épingles pigquées a travers le tube
digestif, on tend convenablement le mésenteére. Les auteurs
recommandent d'éviter les épingles métalliques et conseillent
de se servir de piquants de hérisson. Il est vrai qu'il faut éviter
de mettre le nitrate d’argent en contact avec les métaux, mais
comme on ne cherche pas & imprégner la surface intestinale,
ol se¢ trouvent les épingles, et que 'on peut disposer ces der-
nieres de facon & ce qu'elles ne viennent pas trop directe-
ment en contact avee le nitrate, on peut sans inconvénient
employer les épingles ordinaires. Je m’en suis servi bien des
fois, el je ne conseilleral jamais & un jeune histologiste de
renoncer a tendre un mésenteére parce qu'il n'aurait pas de
piquants de hérisson sous la main.

Dés que le mésentére est bien étalé, on Parrose rapidement
avec un peu d'eau distillée pour le débarrasser des liquides
albumineux, ou des globules du sang qui peuvent le recou-
vrir. Il se formerait en effet des albuminates d’argent qui pro-
duiraient a la surface du mésentere de grosses laches noires,

On verse ensuite goulte & goutte avec un' flacon approprié
une solution de 1 p. 500 de nitrate d’argent, en ayant bien
soin de faire couler cette derniere sur toute 'élendue que Pon

——
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veut imprégner. Au bout d'une ou deux minutes au maximum
on lave largement a I'eau distillée, puis on arrose d'alcool a 909,

Grenouille préparée pour 'imprégnation du mésentere.

Ce dernier a pour but de rendre la membrane rigide, ce qui
est le meilleur moyen pour éviter les plissements si désa-

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIOUE, 19
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aréables qui se produiraient. En versant alcool goulle & goulte
sur la membrane pendant un quart d’heure on réussit i la
rendre parfaitement rigide, On coupe les insertions du mésen-
Lere sur la colonne vertébrale, on enleéve les épingles el on
porte le mesentere et Pintestin gui le circonscril dans une
soncoupe pleine d'aleool a 900, La on le découpe a loisir Lout
le long de sa ligne dinsertion sur le tube digestif, et T'on

Fig. 8%.

Mésentere de grenouille imprégné a lazolale d'argent.

e, cellule imprégnée négalivement, — i cellule imprégnée posilivement donl le
novau est réservé en blane. — ¢, globule rouge coloré. — sf, stomale. Sliassnie.
ocul. 2, object. 6.

obtient ainsi une lame meésentérique parfaitement tendue et
plane, sur laquelle la réduction de Pargent s’est déja opérée
et que 'on peut examiner immédiatement. Toules ces opéra-
jions se sont faites & la lumicre diffuse, elles ont duré une
vingtaine de minutes, et pour peu que 'on ail un jour assez
clair, la réduction est achevée en méme temps qu'elles. Du
reste elle se continue el on peul monler la préparation sans
lui nuire. Le mésentere a été déshydraté par son séjour dans
I'alecool, on le met sur un porte-objel, on I'éclaircit par
'essence de girofle, pws on monle an baume. Si Fimpreé-
gnation n'est pas sullisante, on laisse la préparation exposée i

o
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la lumiere diffuse du jour, jusquau lendemain, et il est rarve
qualors elle laisse encore quelque chose a désiver. I fant
éviter d’'abandonner ensuite & la lumiére les préparalions ainsi
faites, parce qu'ilalongue elles pourraientfoncer d une maniere
facheuse. 1l est parfaitementinulile d’exposer les picces impré-
anées aux ravons du soleil, pour produire la réduction, et
cela peut méme élre nuisible,

On préparerait de la méme manicre des portions du meésen-
tlere ou du grand épiploon de divers animaux. Lorsquiil sagil
du grand épiploon, ou de fragments de mésentere sans Finles-
tin, il faut se garder de les tendre avec des épingles ou des
piquants qui les déchiveraient, et employer les anneaux
d'EtEryon. Dans ces préparvations les limites des cellules seules
sont marquées par un trait noir. On ne voit ni les noyaux des
cellules  endothéliales ou des cellules conjonctives, ni les
libres conjonctives. Comme le revélement endothélial existe
sur les deux faces du mésentere, on voil deux plans super-
poses de lignes noires que Pon distingue aisément un de
Iautre en faisant varier le point. Les vaisseaux compris dans
I'épaisseur du mésentére montrent le plus souvent leur endo-
thélinum et leur tunique musculaive lisse imprégnée ; dans leur
voisinage oit le mésenteére, plus épais, renferme toujours des
cellules conjonctlives, on peut voir parfois quelques-unes e
ces dernicres imprégnées négalivement, el ressorlant en blane
sur un fond sombre (voy. lig. 8%). Quelquelois aussi cer-
taines cellules endothéliales sont colorées en noir ou en brun
foncé par une série de granulations trés fines qui se sont
déposces dans leur protoplasma en respectant entiérement le
novau, lequel forme un cercle clair, absolument transparent
el dans lequel on ne voil aucune structure.

Les traits noirs qui limitent les cellules répondent au ciment
qui unit ces derniéres, el au niveau duquel le nitrate d’argent
s'est réduit. Ces traits sont d’habitude trés fins, Ils peuvent
cependant présenter sur leur trajet des cercles noirs plus ou
moins gros, qui forment comme une série de grains. Ces points
ou le réactif s'est réduit, comme sur le ciment, correspondent
pour la plupart i des orifices laissés par le passage de leucocyles
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a travers le ciment de deux cellules voisines, ce sont les
stomates bien connus. Mais tous les points noirs ne sont pas
des stomates et quelques-uns répondent sans doute & des
gouttelettes d’albuminate d’argent formées par la réduction du
sel métallique sur quelques gouttes de liquide albumineux
placées & la surface de la membrane, car on remarque qu’ils
sont beaucoup moins abondants lorsqu'on a soigneusement
lavé a ['eau. Les trails noirs sont tantot droits, et ils circons-
crivent des polygones plus ou moins irréguliers , tantot
sinueux, et ils circonscrivent alors des figures compliquées a
lobes alternativement saillants et rentrants que l'on a comparés
aux découpures dune feuille de chéne. Les endothéliums
polygonaux se trouvent dans l'épiploon, le mésentére de
certains animaux, les vaisscaux sanguins. Les endothélinms a
bord sinueux se rencontrent plutot dans les vaisseaux lympha-
tiques et dans quelques-unes des cavilés séreuses en rapport
avec le systeme lymphatique. Il ne faut pas oublier d’ailleurs
que I'état de tension ou de relichement de la surface qu’elles
revitent influe beaucoup surla forme des cellules endothéliales.

L'épiploon de certains mammiféres présente des trous de
dimensions variables. Au niveau de ces trous, I'endothélium de
I'une des faces de la séreuse se continue avee celui de la face
opposée, de facon & recouvrir d'une maniére absolument con-
tinue le pourtour des orifices. Dans I'épiploon du cobaye jeune,
autour des trous de petite dimension, les cellules endothé-
liales sont rangées réguliérement de maniére a leur faire une
élégante bordure.

2 Imprégnation a I'argent et coloration consécutive. —
Limprégnation a 'argent n'indique que le contour des cellules,
elle sullit pour montrer la forme de ces dernitéres et pour
affirmer 'existence d'un endothélium en un point donné. De
plus, comme la coloration qu’elle produit ne porle que sur des
éléments peu volumineux, les lignes de ciment, elle laisse les
préparations bien transparentes et peut s'appliquer a des lames
relativement épaisses. Ce sont la les desiderala que I'impré-
gnation seule satisfait.
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Mais lorsqu'on veut voir en méme temps les noyaux, il faut
absolument colorer les piéces.’

Voici comment on procéde. Un épiploon, ou bien un mésen-
tere, est imprégné comme il a été dit ci-dessus. Apres quiil a
été rendu rigide parI'alcool & 909, on le passe dans l'alcool & 70°
puis on le porte dans le carmin boracique & I'alcool. (On sait
quil est bon de ne meltre dans ce dernier que des piéces

Fig. 85.
Fragment de travées épiploiques du cobaye (azotate d'argent, carmin
boracique).

Stiassnie. ocul, 2, objecl. 6,

sortant d'un alcool de litre peu élevé, pour éviter les précipités.)
Au bout de deux ou trois heures on le retire, on le lave i l'alcool
a 700 acidulé & I'acide chlorhydrique, puis a l'alcool & 70° pur.
Enfin on déshydrate, on éclaircit et on monte au baume,

Les noyaux sont colorés en rose, ils sont aplatis, ovales ou
arrondis el situés au milieu des cellules. Les fibres connectives
présentent une feinte rose beaucoup plus pale, les préparations
sont trés transparentes (voy. fig. 85).

On pourrait colorer de méme avec n'importe quel colorant,
Comme les éléments compris dans toule I'épaisseur de la
séreuse se colorent & la fois, il importe, si I'on veut éviter
d'avoir une préparation renfermant plusicurs plans superposés
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de cellules, et par suile peu claire, de prendre des membranes
tres minces, telles que 'épiploon ou le mésentére du rat, ou si
I'on a affaire & un mésentére uu peu épais, de le eliver en deux.

3" Méthode de Ranvier pour l’'étude de I'endothélium
péritonéal. — On tend sur une lame de verre 'épiploon d'un
cobaye jeune; on l'arrose de quelques gouttes d'une solution
osmique a 1 p. 100. Au bout d'une minute et demie, montre en
main, on lave & Peau et on colore par une solution aqueuse de
violet de méthyle 5 B, (1 partie de la solulion concentrée pour
10 parties d’ean distillée). La coloration s'effectue rapidement.
On lave alors a 'eau, on recouvre d'une lamelle, et on observe
dans 'eau comme milieu, & un grossissement de 300 & 300 dia-
métres. Les préparations ne sont pas permanentes.

On voit autour des noyaux endothéliaux un amas de proto-
plasma d’ot partent en rayonnant des travées qui sanasto-
mosent entre elles et avec les travées de méme nature émandes
des cellules endothéliales voisines. Chague cellule est donc
formée, en dehors du noyau, de deux parties : 19 une plague
endothéliale superticielle nettement limitée, qui forme avec
ses voisines le revétement continu du péritoine et repré-
sente la partie épithéliale de 'élément; 2° un protoplasma non
individualisé mais continu avec celui des éléments voisins, et
présentant ainsi les caractéres des cellules conjonctives. Rien
ne montre mieux que lobservation ci-dessus le double carac-
tere des cellules endothéliales des séreuses,

9 — FpITHELIUMS PAVIMENTEUX

o

Les épithéliums pavimenteux sont formdés ou bien dune
seule couche de cellules cubigques, ou bien de plusieurs couches
de cellules superposées, Dans ce dernier cas, les cellules de
la couche la plus profonde sont cubiques on eylindriques, celles
des couches moyennes sont polyédriques assez volumineuses,
el les superticielles s'aplatissent de plus en plus, de telle sorte
que eelles de la surface sont parfois aussi minees et anssi larges
que certaines cellules endothéliales.
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Pour étudier ces épithéliums on emploiera surtoul les dis-
sociations et les coupes. Comme leurs cellules superficielles
se détachent habituellement d'une maniére réguliere (desqua-
mation), on pourra lesisoler facilement par un simple raclage
tres superficiel; d'autre part on effectuera des dissociations i
I'aide de réactifs appropriés; enfin, sur des coupes, on ¢tudiera
les rapports des cellules entre elles et avec les aulres tissus.

1° Préparation par raclage des cellules superficielles de
Iépithélium buccal. — Avec un couteau peu tranchant ou une
spatule, on racle sur soi-méme la surface dorsale dela langue
ou la face interne des joues, On recueille ainsi un liquide
spumeux que l'on porte sur une lame. On recouvre d'une
lamelle et on observe sans luter la préparation. Au milien de
leucoeytes et de divers débris, on distingue des plagques minces
tres piles, formées de cellules isolées, ou de quelques cellules
unies entre elles.

Pour les mieux distinguer on fait arriver sous la lamelle une
coutte de picro-carmin. Ce réactif colore les noyaux en rose, le
corps cellulaire en jaune tres pile. On peutremplacer ensuite
le picro-carmin par de la glveérine, puis monter en préparation
permanente, mais il faut savoir que beaucoup de cellules sont
entrainées par le courant des liquides qui se sont suceédé
sous la lamelle. Les eellules sont larges, trés minces, elles
forment des lames souvent replovées sur elles-mémes el
comme froissées par les actions mécaniques qu'elles  onf

subies.

2" Préparation par raclage de la couche superficielle de
l'épithélivm cutané de la grenouille. L épithélinm
cutané des grenonilles desquame régulierement sous la forme
de larges lames trés minces et trés transparentes que on
trouve dans les agquariums ot ces animaux sont maintenus,

On peut avec ces. lames faire la préparation indiquée ci-
dessous, mais le plus souvent il vaul mieux procéder de la
maniere suivante :

On place dans un eristallisoir plein d'eaun une grenonille
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que I'on vient de tuer, et avec un scalpel convexe, on racle
fortement la surface de sa peau (de préférence a la face ven-
trale). De grands lambeaux transparents d'épithélium se déta-
chent et flottent dans le liquide. On les recueille sur une lame
de verre, et en les recouvrant d'une lamelle sans enlever I'ean
qui les baigne on peut les examiner immédiatement,

Les cellules, dont les limites sont marquées par des traits fins,

i

Ld]

Fig. 86.
Epithélium cutané de la grenouille obtenu par raclage.

o, orifice d'une glande. — 5, novau, Sliassnie, ocul. 2, object. 6.

brillants, forment un pavé polygonal assez régulier. Au milieu
de chaque petit polygone répondant & une cellule, on trouve
un noyau réfringent. De distance en distance le pavé poly-
gonal est percé d'un petit trou rond parfaitement régulier,
ménagé au point de rencontre d'un certain nombre de cel-
lules, C'est I'orifice émissaire d'une glande cutanée.

Ces détails sont parfaitement visibles sans aucune prépara-
tion. Si on veul conserver les pi¢ces, apres avoir bien lavé le
lambeau & I'eau distillée on 'imprégne de nitrate d’argent
a1 p. 500 et on le colore au carmin boracique, puis on
monte au baume. Les noyaux sont roses, les contours des
cellules sont noirs,
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Comme ces derniers se voient bien sans l'intervention du
nitrate d’argent, on peut simplement se contenter de colorer
a I'hématéine les lambeaux d'épithélium, puis de les déshy-
drater et de les monter dans le baume. La coloration est par-
fois un peu lente & se produire, mais il ne faut pas se décou-
rager.

Ces préparations donnent un type vraiment schématique
d’épithélium pavimenteux, on ne saurait trop recommander de

les faire,

3" Dissociation des cellules du corps muqueux de Mal-
pighi de la peau. — La dissociation de ces élémenls est trés
difficile & cause des ponts intercellullaires trés nombreux
(pointes de Schultze; filaments unitifs de Ranvier) qui les unis-
sent entre eux. Raxvier recommande pour cela le procédé
suivant : On place dans le sérum iodé de petits lambeaux
frais de peau de la pulpe du doigt, bien débarrassés de tissu
adipeux. On les y laisse pendant trois semaines ou plus en
ajoutant un peu de sérum fortement iodé toules les fois que
le liquide se décolore. Au bout de ce temps on lave i l'eau le
morceau, on le place sur une lame de verre et on y fait des
entailles perpendiculaires et (rés rapprochées, Avec des
aiguilles on sépare alors I'épithélium du derme sous-jacent, et
pendant cette maneuvre un certain nombre de cellules sont
déjd mises en liberté. En agissant avee les aiguilles sur I'épi-
thélium, on en dégage encore d’aulres. On ajoute une goutle
de picro-carmin et l'on observe. On peut rendre la prépara-
tion permanente en ajoutant sous la lamelle un peu de glyeé-
rine.

Les cellules sont polyédriques, elles possédent un novau
central entouré dun espace clair et leur surface est hérissée
d’'une série de fins prolongements, Les rapports de ces derniers
entre eux seront étudiés de préférence sur des coupes de
peau (voy. ch. xu, p. 395).

4° Etude des épithéliums pavimenteux sur des coupes,
— Les coupes laites dans divers organes renfermant des épi-
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thélinms pavimenteux fourniront d’excellents exemples pour
'étude de ces derniers. La manitre de faire ces coupes sera
indigquée ultérieurement & propos des organes qui doivent les
fournir : nous signalerons seulement ici les exemples que I'on
devra choisir,

a. Epithélium pavimentenx simple. — Un fort bel exemple
en est donné par U'épithélium antérieur du eristallin examing
soit chez des foetus de mammiftres, soit méme chez lhomme
vov. p. 403),

On en trouvera aussi dans divers canaux glandulaires
comme dans les canaux biliaives immédiaterment & la limite
des lobules hépatiques (voy. Fote),

b. Epithélium pavimenteur stratific. — On examinera a ce
sujet Pepithélinm antérvieur de la cornée (voy. p. 400); 'épi-
thélinm cutané de la grenouille; Uépithélinm bueccal sur des
coupes de la muquense linguale ou de la mugquense des joues
(p. 397); Uépithélium de la conjonetive bulbairve: I'épithélium
de la pean (p. 395).

§ 3. — EPITHELIUMS CYLINDRIQUES

Les épithéliums evlindrigques sont comme les précédents,
simples ou stratifiés. Le revétement intestinal présente un
bheau type d'épithélium eylindrique simple ; il est formé d'une
seule rangée tres régulicre de cellules prismatiques haules.
Dans les épithéliums cylindriques streatifiés, les cellules de la
surface présentent seules la forme cylindrique ; elles se ter-
minent du c¢oté de la profondeur par un prolongement eflilé
qui vient se perdre au milien d'une ou de plusieurs rangées
de cellules profondes rondes on polyédriques.

Les cellules superficielles de certains épithélinms eylindri-
ques portent des cils vibratiles.

On étudie ces épithéliums i Paide dlimprégnations, de dis-
sociations et de coupes. L'examen direct doit aussi étre tou-
jours pratiqué, et en particulier pour étudier les mouvements
des cils vibratiles, Suivent quelques exemples particuliers qui
pourront servir de modeles pour des recherches plus élendues,
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1°Imprégnation 4 I'argent de ’épithélium intestinal. —
Cette imprégnation donne des dessins trés instructils de la
surface du revétement épithélial. On la fera de la manitre sui-
vante : sur un lapin qui vient d'étre tué, on coupe entre deux
ligatures un segment d'intestin gréle long de 6 & 10 centime-
tres environ. On l'ouvre, on le débarrasse des matieres ali-
mentaires qu'il peut contenir, et on I'étale en le fixant a Faide
d’épingles sur une lame de litge, la face interne élant tournee
en haut. On lave alors rapidement sa surface avec de 'eau
distillée, puis on l'arrose d'une solution de nitrate d'argent
{ p. 300. On relave de nouveau & I'ean distillée puis on met la
pitce tout entitre et toujours lixée sur le liege, dans une
assiette pleine d'alcool & 90°. Au bout de quelques henres
I'intestin est devenu suflisamment dur pour gue 'on puisse
y pratiquer des coupes, On I'enléve alors de dessus le licge
et on 'enroule sur un eylindre de moelle de sureau, la sur-
face interne étant toujours tourndée en dehors. Pour éviter la
dessiccation on arrose constamment avee de aleool a 900,

['intestin se présentant ainsi sur une surface courbe, il esl
facile de faire des coupes tangentielles & cette derniére et ne
comprenant quune épaisseur tres  faible de la tunigue
muquense. On fait ces coupes & main levée, a l'aide dan
rasoir bien tranchant. On enléve ainsi cd et [d sur la surlace
bombée que présente la muqueuse une série de pelites calottes
anssi minces que possible. On les porte dans aleool absolu,
con les éclaireit dans Pessence de girofle el on les monle an
‘baume sans coloration préalable, Bien quun peu épaisses i
Jleur centre, les préparations sont cependant assez transparentes
pour élre éludides avee fruil. On recherchera les villosités qui
ssont trés visibles et se présentent sous la forme de petils
smamelons aplatis dont la surface est parcourne par une
Lsérie de traits noirs lhmitant les cellules de intestin, Les vil-
Closités sont en effel les seuls points de Pintestin dans lesquels
con puisse voir le revétement épithélial de ce dernier sur une
certaine élendue, car les orifices des glandes de Lieberkiihn
ssonl si voisins les uns des autres que les portions de surface
comprises entre elles sont insignifiantes. Les villosités an con-
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traire offrent une surface assez étendue, recouverte sans
imterruption par U'épithélium intestinal.

On voit ce dernier indigqué par une série de petits polygones
assez réguliers formant un pavé continu sur la villosité, A cer-
tains endroits ce pavé est interrompu par la présence de cer- |
cles clairs qui répondent aux orifices des cellules caliciformes |
a mucus intercalées entre les cellules cylindriques. Ces cer-
cles sont entourés d'un second cercle plus grand et peu net
mais qui devient plus visible lorsqu'on abaisse 'objectif. Ce
second cercle périphérigque est dit au ventre des cellules cali-
ciformes renflées en dessous de la surface libre de Iintestin.

Ce procédé est trés commode et trés rapide ; il donne de
fort belles préparations.

2° Dissociation d’'un épithélium a cils vibratiles. — Les
¢pithélinms vibratiles se trouvent dans nombre d'organes
(muqueuse des fosses nasales, de la trachée, des bronches;
dans I'épididyme, 'utérus, les trompes, ete.). On 'étudie de
préférence dans le pharynx de la grenouille ot les cellules
sont assez volumineuses et se prétent facilement & 'examen.

On tue une grenouille, on lui enléeve d'un coup de ciseau
la michoire inférieure avee la langue et on découvre large-
ment ainsi la votute buccale et le pharynx. On enléve alors la
téte avee cette portion de la muqueuse pharyngienne, et on la
porte dans de 'alcool au tiers. Au bout de vingt-quatre heures
on lave a I'eau, puis on racle avec un scalpel la face épithé-
liale de la muqueuse, On obtient ainsi de petits lambeaux ou
des débris que l'on porte sur une lame de verre. On les
recouvre de picro-carmin, puis an bout d'une demi-heure ou
une heure on les lave a la glycérine formiquée, qui doit étre
ajoutée progressivement au picro-carmin et non mise brus-
quement en contact avec le tissu, il suffit pour cela d'en dépo-
ser une goutte au bord du picro-carmin, le mélange se fait
graduellement.

Lorsque le lavage & la glycérine est bien fait, on enleve
I'exces de ce liguide et on dissocie avec des aiguilles les débris
épithéliaux colorés, puis on recouvre d'une lamelle et on lule,

i
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La coloration a ¢été faite ainsi en masse, pour ainsi dire, avant
la dissociation, pour éviter que de nombreuses cellules soient
entrainées pendant le lavage. La préparation est généralement
trés belle ; on y voit deux sortes de cellules : les cellules
ciliées et les cellules caliciformes.

a. Cellules cilides. — Elles se montrent isolées ou réunies
par pelits groupes. Leur corps est prismalique ou mieux pyra-

Hﬂﬁﬂﬂ, b ki
o

Fig. 87.
Epithélium vibratile du pharynx de grenouille, cellules ciliées,
(alcool au tiers, picro-carmin, glycérine).

Sliassnie, ocul, 2, object. 8.

midal, ¢'est-d-dire effilé au nivean de son extrémité interne
fixée au derme, et large au niveau de son extrémité libre,

L'extrémité interne eflilée est quelquefois bifide ; l'extrémité
libre s'élargit graduellement, elle se termine par une ligne
droite bien nette, perpendiculaire 4 l'axe de la cellule et tres
marquée (le plateau).

Entre le plateau et U'extrémité interne de la cellule s’étend
le corps protoplasmique & bords irréguliers, présentant quel-
quefois des encoches qui correspondent aux renflements de
cellules voisines, et logeant un noyau ovale qui détermine
parfois par sa présence un renflement du corps cellulaire. Sur
le plateau sontles cils, trés serrés et par cela méme peu visibles
individuellement si I'on a affaire a un groupe de plusieurs cel-
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lules. Ils apparaissent alors comme des stries dans une bordure
continue ; mais sur les cellules isolées on peut toujours distin-
guer, au moins sur les bords, quelgques cils écarlés et sépares
des aulres.

L.e corps cellulaire est coloré en jaune-orangeé; le noyau en
rouge; les cils el le plaleau qui les porte en jaune.

h. Cellules caliciformes. — Elles sont tres claires, transpa-

RO
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Fig. 8.

Epithélinm du pharynx de la grenouille, cellules caliciformes
falecool an tiers picro-carmin, glyeérine).

o, orifice d'une cellule vide. — », réliculum d'une cellule remplic de mucus.
Stiassnie, ocul, 2, object. 8,

rentes el présentent des formes variables, Les unes, longues el
minces, ont la forme de flites a champagne ou de cornets
allongés: les autres ressemblent & des urnes & ventre plus ou
moins renflé. Toules possédent une extrémité libre situde sur
la surface de la muqueuse el une extrémité interne lixée sur
le derme de celle derniere.

L'exteémité libre est pourvae d'un orilice, tantol large et
bien ouverl el dont les bords sont renversés en dehors, tantol
au contraire fort petit el moindre que la surface libre de la
cellule dans le milieu de laguelle il est creuseé.
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Lextrémilé interne est eflilée comme celle des cellules
cilices ; elle est souvent recourbée en crochet et se place en
dessous du ventre d'une cellule caliciforme  voisine. Celle
disposition se reproduisantailleurs, les cellules semblent nnbri-
(quées les unes sur les aulres,

Le protoplasma cellulaire et le noyau sont loges dans celle
extrémilé interne, chassés li par U'énorme développement du
mucus qui se fait au-dessus d’eux. Le noyau est lriangu-
laire ou aplati par la compression due au mucus, il est coloré
en rouge.

Le mucus remplit la majeure partie de la cellule el Iuj
donne cel aspect clair et transparent qui a été signalé, Quand
il n'a pas éLé expulsé, la portion de la cellule qui le renferme
présente un réticulum protoplasmique tres fin et & mailles
arrondies assez régulieres. Le mucus sort de la cellule par I'o-
rifice sus-indiqué, on peul en voir quelquelfois une goutte a
demi épancheée au dehors,

3" Examen d'un épithélium vibratile vivant. — L'examen
d'un épithélinm vivant et vibrant est un de ceux que 'on pra-
lique le plus souvent dans les exercices d'histologie. Lorsqu'il
est précéde de la connaissance exacte de la forme el de la dis-
position des cellules, il est trés fruetuenx.

On tue une grenouille par destruction du cerveau el de la
moelle, on la fixe sur le dos, on lui enléve d'un coup de ciseau
la machoire inférieure etla langue. Avec unscalpel fin on racle
la surface de la voute de la bouche et du pharynx et on porte
le produit du raclage sur une lame de verre chargée dune
goulte de la solution physiologique de sel. On recouvre d'une
lamelle dont on lixe les coins par quatre gouttes de parafline,
sans luter, et Fon observe en se servant d'un grossissement
de 250 diametres an moins et d'un petit diaphragme. Les
cellules se présentent parfois isolées, mais plus souvent un
certain nombre d'entre elles sont unies de manicre a lformer
de petits lambeaux piles, finement cranuleux, I faul exami-
ner attentivement le bord de ces lambeaux oft quelques cel-
lules peuvent se présenler de prolil, ¢'est-a-dire dans la situa-
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tion la plus favorable pour montrer les mouvements des cils.
Les cellules épithéliales y forment une bande granuleuse dans
laquelle un débutant ne distingue d'abord guére de détails.
Cependant les cellules & mucus se détachent sur elle en eclair
a cause de la réfringence de leur contenu. Les mouvements
imprimes par les cils & différents corps flottant dans le milieu
additionnel (globules du sang, cellules isolées, poussiéres) atti-
rent lattention ; en regardant attentivement un point ot ces
mouvements se produisent, on ne lardera pas & voir les cils
battant rapidement I'eau. Lorsqu'on a vu les cils une fois, on
sait tres bien les retrouver et on peut les voir méme de face,
ce qui demande seulement un peu plus d’attention, 'image des
cils ne se projetant plus sur le fond clair de la préparation en
dehors de la cellule, mais bien sur le fond granuleux de cette
derniere,

Les mouvements des cils sont d'abord trop rapides pour pou-
voir étre analysés, mais au bout de quelque temps ils se ralen-
tissent et on peut mieux les suivre,

Au bout d'un certain temps les mouvements s’arrétent, les
cellules meurent, et on voit alors apparaitre leur noyau en
clair.

Quelques cellules isolées tourbillonnent sur elles-mémes
entrainées par les mouvements de leurs propres cils,

En dehors de la grenouille, un trés bon objet d'étude pour
les mouvements des cils est fourni par la branchie des lamelli-
branches (huitres, moules, clovisses) dont on observera de
petits fragments placés dans 'eau méme que renfermait la
coquille.

Les petils gastéropodes d’eau douce (lymnées, planorbes, etc.)
offrent aussi de beaux exemples de cils vibratiles. On choisira
de toul petits exemplaires de ces animaux, on brisera leur
coquille et on observera dans I'eau les cils de leur tégument.

4° Méthode de Kolossow pour la démonstration des
ponts intercellulaires entre les cellules épithéliales. —
Nous avons déja va plus haut, & propos des épithéliums pavi-
menteux, qu'il existe entre les cellules épithéliales des ponts
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protoplasmiques trés minces (filaments unitifs de Ranvier)
et nous avons indiqué I'épiderme comme un bon objet d’étude
pour ce point. Mais ces ponts existent dans nombre dautres
cas, par exemple entre les cellules eylindriques de Pintestin.
Une bhonne méthode pour les mettre en évidence est celle
ci-dessous indiquée par Korossow : On injecte dans les vais-
seaux de la partie que 'on veut préparer une solution salée i
6 p. 100 afin de bien entrainer le sang, puis on y pousse la
solution suivante :

Acide osmique a 1/2 p. 100. . 100 cent. cubes
- nitrique & 30 p. 100. . I ou tee 50
— " peatiques . L sed. il | cent. cube
Nitrate de potasse . . . . . . 10 0oun 12 grammes

On coupe 'organe injecté en petits morceaux que 'on place
pendant seize & vingt-quatre heures dans une solution pure i
1/2 p. 100 d'acide osmique, puis pendant vingt-quatre heures
dans une solution de tanin & 10 p. 100 que 'on change jusqua
ce qu'elle cesse de sortiv noire. On lave & I'ean puis a l'aleool
d 70° jusqu’a ce que ce dernier ne se colore plus. On déshy-
drate par 'alcool & 90¢ et I'alcool absolu et on inclut dans la
paratline. Il n'est pas besoin de colorer les coupes @ les cel-
lules ont une teinte suflisante,

CHAPITRE VII

TISSU MUSCULAIRE

Le tissu musculaire se présente sous deux formes bien dis-
tinctes : le Lissu musculaire alibres lisses et le Lissu musculaire
A fibres siriées.

Les fibres striées sont longues, cylindriques, munies d'une
enveloppe propre, le sarcolemme, et de nombreux noyaux.
Elles s'éloignent assez du type classique de la cellule et peu-

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 20
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vent étre considérées comme de grandes cellules a noyaux
multiples.

Le tissu musculaire lisse est plus simple : il est formé de
fibres fusiformes, beaucoup moins volumineuses que les fibres
striées, munies chacune dun noyau et présentant nettement
le type cellulaire, les fibres cellules découvertes par KiLLIKER
en 1548.

Le muscle cardiaque présente quelques particularités de
structure importantes; il sera é¢ludié 4 la suite du tissu muscu-
laire strié, :

§ 1. — Tissyu MUSCULAIRE LISSE

Ce tissu est répandu dans les tuniques contractiles des
vaisseaux, du tube digestif, des canaux excréteurs des glandes
volumineuses (uretere, canaux biliaires, canal de Sténon, ele.)
et de certains réservoirs tels que la vessie ou I'utérus. Clest la
qu'il faudra aller le chercher,

1° Préparation des fibres par macération dans les acides
ou dans la potasse. — KiLLikEr a isolé les fibres lisses en
plongeant des fragments de tissu pendant vingt-quatre &
trente-six heures dans de 'acide azotique & 20 p. 100. On met
le morceau & dissocier dans un petit flacon ou dans un tube
de verre contenant ce réactif, on secoue fortement le flacon
et la dissociation s'opére déja en partie par cela seul.

On lave alors & 'eaun les fibres & demi dissocides, on achéve
la dissociation avec des aiguilles et 'on examine la préparation
apres lavoir recouverte d'une lamelle. On obtient ainsi les
fibres cellules isolées.

On arriverait au méme résultat en plongeant un morceau de
muscle lisse dans la potasse & 40 p. 100; au bout de quelques
minutes 4 une demi-heure le tissu se résout en fibres cellules
quiil faut examiner dans le réactif lui-méme, car addition
d’eaun ferait disparaitre les [ibres qui se dissolvent dans la
potasse élendue. On pourrait, en agissant avec beaucoup de
précautions, en neutralisant la potasse par des acides, arriver i
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conserver les fibres pour pouvoir les monler en préparation
permanente, mais cela ne vaut pas la peine qu'il faudrait
prendre, dautant plus que ce mode de préparation ainsi que
le précédent, s'ils permettent de bien voir la forme des fibres
lisses et de se rendre compte de leur présence au sein d'un
organe, ne sont pas suflfisants pour une analyse histologique
convenable de ces fibres. Pour faire cette analyse on aura
recours aux méthodes ci-dessous indiquées,

2° Dissociation aprés l'action de l'alcool au tiers. — On
place des fragments de muscles lisses pendant deux ou trois
jours dans de l'alcool au tiers. Au bout de ce lemps
on les retire, on les lave soigneusement a 'ean, on les dis-
socie grossierement avee lesaiguilles, et, sans pousser la disso-
ciation plus loin, pour le moment, on les colore sur le porte-
objet par le picro-carminate, Au hout de vingt minules environ
la coloration est achevée, on ajoute de la glyeérine picro-car-
minée et on lave finalement avec cette glveérine. Lorsque le
lavage est terminé, on porte un petit fragment coloré dans
une goutte de glycérine déposée sur une lame bien propre, et
on dissocie les fibres lisses aussi complétement que possible,
on recouvre d'une lamelle el on lute & la paraffine et i la cire.
Il importe de n'achiever la dissociation qu'apres la coloration
et dans le liquide méme qui doit servir de milien conservatenr
parce que sans cela les plus belles fibres et les mieux isolées
pourraient étre emportées pendant les lavages ou pendant la
substitution de la glyeérine au carmin, quel que soit d'ailleurs
le soin mis & opérer celte substitution.

On pourrait aussi bien colorer & 'hémaltéine, & 'alcool
cosine, éclaireir 4 lessence de girofle dans laquelle on achéve-
rait la dissociation et monter au baume .

3" Préparation de minces lames musculaires (vessie de
grenouille). — Un des meilleurs moyens pour détudier les
fibres lisses, consiste & les examiner en place dans des mem-
branes minces dont la transparence permel 'observation 3
de forts grossissements,
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On tue une grenouille, on ouvre largement 'abdomen en
ayant soin de ne pas léser la vessie urinaire qui est parfois
remplie de liquide. Introduisant alors une canule mousse de
seringue & injection dans le cloaque, on cherche a la faire
pénétrer dans la vessie. Si I'ony arrive, la vessie se vide parla
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Fig. 89,

Mésentére de la salamandre (fixation par le liquide de Flem-
ming, coloration an blen polychrome).

ml, museles lisses, — g. globule ronge nueléé. — #, novau. Stiassnie, oecul. 2,
l'lhjf‘{tl. b

canule. On pousse alors dans celle-ci une solution de nitrate
d’argent & 1 p. 300, de maniére & la distendre fortement el,
tandis qu'on la maintient distendue, on arrose sa surface
externe d’alcool & 902 qui fixe les éléments et abolit leur con-
tractilité. On peutalors au bout de quelques minutes enlever
la vessie et la découper en fragments qui ne reviennent pas
sur eux-mémes et restent plans. On les lave a I'eau, on balaie
I'épithélium & l'aide d'un pinceau, il s'exfolie facilement
grice & I'action du nitrate d’argent qui facilite sa chute, on
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colore & I'hémaltéine et a I'éosine et on monte dans la résine.

Si 'on ne peut pas distendre la vessie par linjection de
nitrate d'argent, on I'enlévera, et aprés l'avoir ouverle, on
s‘efforcera de 'étendre sur une lame de verre en se servant
du procédé de la demi-dessiccation. Lorsqu'elle sera bien tendue
on l'arrosera d’alcool & 90° qui la fixera. On enlévera 'épithé-
lium par balayage (un peu plus difficilement quapres le
nitrate d’argent) et on colorera comme il a été dit ci-dessus.

On pourrait aussi lixer par le liquide de Flemming un mésen-
tere de salamandre lendu comme cela est indiqué page 239,
puis le colover au bleu polychrome. Les fibres lisses conlenues
dans ce mésentere forment un bon objet d'étude comme le
montre la ligure 89,

Les fibres musculaires lisses ont la forme de fuseaux plus ou
moins allongés, parfois aplatis en forme de rubans, dont les
bords sont lisses et réguliers ou quelquefois munis de petites
dentelures, qui répondent peut-étre a des ponts intercellulaires
placeés entre deux fibres lisses voisines. Elles sont formées de
tibrilles contractiles eylindriques, toutes paralléles entre elles,
dirigées dans le sens de I'élément et entourant le noyau qui
est central. Ces fibrilles causent par leur présence la striation
longitudinale des fibres qui se voit aisément dans certains cas.
Le noyau, allongé, a la forme d'un eylindre ou d'un bitonnet,
ce qui permet de le distinguer des noyaux ovales, plus larges et
moins allongés des cellules du tissu conjonctifau sein duquel
les fibres lisses sont plongées. Autour du noyau existe une tves
petite quantité de protoplasma, qui est plus abondant au con-
traire a ses deux extrémités. Il n'y a pas de membrane d'enve-
loppe isolable.

[.a substance contractile des fibres lisses se colore légere-
ment en rouge violacé par le carmin aluné ; en vert pile parle
bleu polyehrome ; en lilas par la méthode de Benda; en brun
acajou par la triple coloration de Flemming ; en rouge garance
par le picro-carmin,

4°Imprégnation des fibres lisses par le nitrate d’argent.
— Pour bien la voir il faul examiner des artérioles impré-
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gnées au nitrate d'argent. On étudiera soit le mésentére de la
arenouille imprégné d'argent, dans lequel on voit toujours
des vaisseaux dont 'observation sera plus ou moins facile,
soit une pmlmn quelcongue de systéme vasculaire préalable-
ment injecté a laide du li-
- quide de Rexavr, comme les
T vaisseaux de la capsule du
rein arrachée el montée dans
le baume. Ou voit alors que
les libres cellules sont unies
entre elles par une substance
. - intercellulaire qui réduil le

e m. nitrate d’argent comme le ci-

.1-;;- ment des endothélinums.
_.,‘1 T .
gve 182 .‘._'L-«..Jrh_ 5" Coupes. — On prend un
p S He -.--‘_;J'.‘\I"]r:.. [ragment dinlestin gréle du
.‘.‘.’1% - chien; on le tend sur un cadre

_ de liege avec des épingles et

on le fixe par la liqueur de

Fig. 90. Flemming, ou par tout autre

: ; _ réactif. Apres fixation, on dur-
Fibres lisses imprégnées pal 5Py M

I'nzotate d'argent (artériole du  cit @ la gomme et a I'alcool et

mesentere de la grenouille). on fait des coupesaussi minces

m, conlour des cellules musculaires.  (JUE possible que I'on colore
i,','.;.;;,;}ﬂl',"';f}sﬁ';:_'::'"'I'f'f"l‘:é'-‘z;?ﬂlc*!i;":;:: par la m{?llllmle de Flemming,
Ihéliale, Stiassnie, ocul, 2,0bject. 5. ou par I'hématéine el I'é¢osine

si le fixateur employé le
permel. On voil les fibres groupées en faisceaux assez volu-
mineux séparés les uns des autres par de minces lames con-
jonctives. Sur les coupes passant par le noyau, on voit les
eylindres contractiles étroitement serrés autour de celui-ei.

On peut aussi inclure la pitce dans la paraffine, mais il faut
savoir que le tissu musculaire est difficilement pénétrable et
que l'inclusion se fait mal si 'on n’a pas pris les plus grandes
précautions. Aprés ces inclusions défectueuses les faisceaux
musculaires s’écartent les uns des autres par dislocation des
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lames connectlives interposées entre eux, et la couche a
laquelle ils appartiennent prend un aspect lacunaire. De plus
il peutarriver que les fibres soient elles-mémes altérdes et
présentent leur substance contractile écartée du noyaun el non
plus accolée & lui.

3 — PysSy MUSCULAIRE STRIE

o

Le tissu museculaire strié se rencontre & peu d'exceplions
pres (caeur) dans les organes du mouvement volontaire. Cepen-
dant chez les insectes il existe aussi dans les tuniques intesti-
nales. Il est trés facile & reconnaitre dans une préparalion,
mais son ¢lude analytique compliéte est tees délicate, 11 est
formé de longues fibres eylindriques présentant une striation
lransversale nette el gque Pon éludiera d aide de divers pro-
ctdes,

1 Examen des fibres musculaires striées sans réactifs.
— Sur un animal qui vient d'étre tué on prend quelques fibres
musculaires que U'on dissocie rapidement avec des aiguilles
dans de 'eau distillée. On recouvre d'une lamelle et on observe.
On voit les fibres présentant une striation transversale visible
mais assez ditticile a4 analyser. Les bords des fibres sont d’abord
droils et nets; peu a peu sous l'influence de 'ean on voil se
détacher de ces derniers une fine pellicule qui se souléve par
places et forme comme des festons le long des fibres : ¢'est la
membrane d'enveloppe, le sarcolemme, qui jusqu’alors étroite-
tement appliqué i la surface de la fibre, élait invisible,

Quelquefois sous laction des aiguilles la substance con-
tractile des flibres s'est rompue sans que la gaine sarcolems-
mique subisse le méme sort. On voit alors cette dernitre for-
mer un manchon clair entre les deux parties de la libre éear-
ées 'une de Fautre.

Si T'on ajoute & la préparation un peu d'acide acétique a
i p. 100, on voit apparaitre le long des fibres de pelils espaces
ovales clairs, qui répondent aux noyaux.

Ce mode de préparation est insuflisant, parce que les fibres
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nont pas été fixées; il importe de le compléter par des prépa-
ralions nouvelles.

2° Dissociation des fibres musculaires aprés l'action
des réactifs. — La dissociation des fibres musculaires s'effec-
tue aisément apres n'importe quel réactif, car ces fibres sont
indépendantes les unes des autres; mais il importe, avant de
faire agir sur elles un fixateur, d’observer certaines regles qui
ont été formulées par les histologistes. Ces derniers onl vu que
la striation transversale des libres étail plus netle lorsque
la fibre était en contraction et tendue (Raxvier); d'oft un pre-
mier principe qui est de ne jamais fixer un muscle aprés 'avoir
détaché de ses insertions. Il faut au contraire le fixer alors
quiil est maintenu en place par ses inserlions nalurelles, et
on peul de plus le faire entrer en contraction par l'excitalion
¢lectrique de son nerl. On procede aussi de la maniere suivante :
sur un animal qui vient d’étre tué on découvre rapidement un
inuscle, on le tend en imprimant & ses points d’insertion un
mouvement couvenable, puis on le pique avec une seringue
de Pravaz chargée d'alcool absolu; le muscle, si 'animal est
récemment tué, se conlracte sous 'excitation produite par le
réactif, il n’est pas besoin par conséquent de exciter autre-
ment, et le liquide se répandant aisément entre les fibres
musculaires les fixe parfailement. Au bout dun guart d’heure
environ on détache le muscle et on le porte.dans de l'alcool a 90°
ot il reste vingl-quatre heures. Au bout de ce lemps on le lave a
I'ean et on le dissocie & l'aide des aiguilles, en suivant les pré-
cautions indigquées page 337. On colore pendant vingl minules
environ dans le picro-carminate, on lave & la glyeérine et on
monte la préparation dans la glycérine formiquée a 1 p. 100,
Les fibres montrent une magnifique striation transversale ; les
novaux, s'ils ne se voient pas immédiatement, ne tardent pas
d apparaitre sous l'influence de acide formique qui différen-
cie la eoloration. Ils sont placés i la surface de la fibre mus-
culaire, sous le sarcolemme {mammiferes) et présentent la
forme de disques ovales colorés en rose foncé, tandis que la
substance contractile présente une coloration rouge garance

ok
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spécialement fixée sur cerlaines de ses stries transversales.

Le sarcolemme, étroitement appliqué contre la fibre, ne se
voit pas, sauf dans les cas de rupture de la subslance contrac-
tile.

La striation de la substance contractile est i la fois trans-
versale el longitudinale : on expliquera cette derniére a propos
des champs de Conheim (voy. plus loin). Quant & la striation
transversale qui a une haute importance, on I'étudiera non seu-
lement sur les fibres de mammiferes telles que celles que nous
venons d'indiquer mais encore sur les fibres d'insectes, ot
elle est plus développée et plus facile a voir i des grossisse-
ments moyens.

3" Préparation des muscles des insectes. — Les muscles
des insecles présentent des détails de structure assez dillférents
suivant qu'ils appartiennent aux ailes ou aux pattes de ces ani-
maux. Les muscles des ailes sont particulierement favorables
pour éludier la composition du muscle en fibrilles muscu-
laires ; nous ne parlerons ici que des fibres des pattes et de
celles de Uintestin,

i Fibres des patltes. — On arrache une palte d'un hydro-
phile au niveau de son inserlion sur le thorax; avee une
seringue de Pravaz on v injecle quelques gouttes d'alcool
absolu, et on porte la palte entitre dans le méme liquide. Le
lendemain on extrait quelgques faiseeaux musculaires qui sont
lavés & 'eau, dissociés, colorés au picro-carminate et montés
dans la glycérine,

b. Fibres musculaives de I'intestin. — On ouvre un insecte de
arande taille @ hanneton, hydrophile; on découvre son intestin
dans lequel on injecte enire deux ligatures un peu d'aleool
absolu. On détache le fragment d'intestin distendu par I'aleool
el on le porte dans une boite de verre contenant de I'aleool
a 90°. On I'y laisse vingt-quatre-heures, puis on le découpe,
on le porte dans l'eau et i l'aide d'un pinceau on balaye
soigneusement Uépithélium qui tapisse sa face interne. Il en
reste toujours quelques cellules placées au fond de légéres
cryptes glandulaires, mais elles ne génent pas observation,
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On colore au picro-carminate et on monte a la glveérine ou au
baume, 11 est facile de voir des libres musculaires longitudi-
nales el transversales qui, par places, se dissocient en fibrilles
obliques, lesquelles vontétablir des anastomoses entre les diflé-
rentes fibres. Les disques coloréset les disques clairs se voient
tres aisément : les premiers ont les mémes réactions colorantes
que les fibres musculaires lisses,

4° Striation longitudinale des fibres. Champs de Con-
heim. — La striation longitudinale des fibres est en général
moins marguée que leur striation transversale, elle se voit
hien surtout sur les fibres qui ont séjourné longlemps dans
I'alcool. Elle est due & ce que la tibre est formée par une cer-
taine quantité de cylindres ou mieux de prismes (cylindres de
Levdig) placés aun contact les uns des autres el séparés par
une tres petite quantité de protoplasma modifié, le sarcoplasma.
On peut mettre cetle striation en évidence a aide du chlo-
rure d'or. Les muscles sur lesquels on recherche les plagques
motrices conviennent treés bien (muscles de la cuisse du
lézard, ele.), on les traite par le procédé indigqué a propos des
plaques motrices el on choisit les fibres sur lesquelles T'or sest
le mieux réduit, ¢'est-a-dire celles qui ont une belle colora-
tion violette; & un fort grossissement on voit que le sarco-
plasma de ces fibres est coloré en violet,

Coxngm faisait des coupes minces sur des muscles congelés
et les traitait par le chlorure d'or. Sur les coupes transver-
sales faites par cette méthode le sarcoplasme limite de petils
champs polygonaux, champs de Conheim, répondant chacun
a la section d'un cylindre de Leydig.

Les champs de Conheim se voient sur la plupart des coupes
transversales des muscles, et notamment dans les larves de
triton, fixées par la liquenr de Kleinenberg, incluses a la paral-

fine et colorées A Nhématéine el i I'éosine.

5° Décomposition en disques des fibres musculaires
(disques de Bowmann). — Si l'on traile des fibres muscu-
Jaires par Pacide chlorhydrigquedd p. 100, ou parlacide acélique
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a 0.5 p. 100, on les voit se décomposer en disques superposdés
qui restent souvent unis entre eux sur un des bords de la
fibre. Pour produire celte décomposition Raxvies indique le
moyen suivant : On enleve & un animal récemment tué un
muscle que Uon fait congeler et dans lequel on pratique des
coupes minces, bien paralléles aux fibres, afin d’avoir celles-ci
dans leur longueur, on les dissocie légérement dans le piero-
carminate, et on observe. On peut ajouter un peu de glycérine
pour rendre la préparation permanente.

6° Rapports des tendons avec les fibres musculaires. —
Pour voir comment les fibres musculaires se comportent au
niveau des tendons, Raxvier recommande la méthode sui-
vante : On chauffe de I'eau jusqu'a 55° et on y plonge une
arenouille vivante qui au boul de quelques instants se raidit
et meurt. On la laisse dans 'eau chaude pendant un quart
d’heure environ, l'ean étant retirée du feu. Au bout de ce
temps on découvre le gastrocnémien, on détache ses tendons,
puis on y fait avee des ciseaux de minces coupes longitudinales
comprenant i la fois le muscle el le tendon. On dissocie ces
coupes avee soin et 'on obtient toujours quelques fibres mus-
culaires propres a I'observation ; on colore au picro-carminate
et 'on monte dans la glyeérine. On voit le sarcolemme se
continuer sur lextrémité terminale de la fibre musculaire et
s‘accoler avee l'extrémité d'un faisceau tendineux légérement
excavée pour le recevoir. La substance contractile est d’habi-
lude rétractée a Iintérieur du sarcolemme, de sorte que
I'on voil trés bien ce dernier se poursuivre a la surface de
la petite cupule tendineuse.

7" Coupes. — On pourra [aire des coupes apres les divers
modes de fixation connus. Il vaut mieux ne pas inclure a la
paraffine, car les muscles se laissent mal pénétrer par cette
substance et les inclusions sont trés délicates. Cependant sur
des picces de pelite faille, et avec des précautions, on peul
obtenir de bons résultats des coupes i la paraffine. Le mode

u

de coloration sera appropri¢ & la fixation, c'est-i-dire que
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I'on réservera les couleurs d'aniline pour les picces lixées
par le liguide de Flemming fort.

§ 3. — FIBRES MUSCULAIRES CARDIAQUES

Les tibres musculaires du cieur sont divisibles en segments
courts (segments de Weismann) possédant chacun un noyau et
avant la valeur d'une cellule, Il y a diverses manieres de les
préparer.

1¢ Dissociation par la potasse 4 40 p. 100. - On place
un fragment de myocarde dans un verre de montre renfermant
quelques  centimétres cubes de la solution de  potasse
a 40 p. 100, Au bout d'une vinglaine de minules la disso-
ciation est opérée par la seule aclion du réactif, et les seg-
metnts isolés forment comme une poussiére au fond du verre.
On recueille avec une pipette un peu de cetle poussiére que
I'on porte sur une lame de verre. On recouvre dune lamelle
el on observe. On voit qu’il s’agit de segments eylindriques
simples ou branchés en Y et dont les extrémilés sont irré-
gulieres et comme denlelées.

2" Imprégnation du myocarde au nitrate d'argent. —
I'n fragment de la face interne d'un ventricule est enlevé
avee 'endocarde (Raxvier). On le place dans une solution i
i p. 500 de nitrate d’argent pendant une heure. On le
lave a l'eau distillée, puis on arrache 'endocarde qui entraine
avee lui quelques fibres musculaires. On monte 'endocarde
dans la glycérine, sa face profonde étant tournée en haul,
on recouvree dune lamelle el on observe. On voit fréquemment
des fibres musculaires présenter de distance en distance des
Iraits noirs de nitrate dargent qui répondent aux limites d un

seament.

3° Fibres de Purkinje. — Un caur de mouton est lixé
par la liqueur de Miller, les ventricules étant ouverls. Au
hout de quelques jours on fait 4 la face interne d'un ventri-
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cule deux incisions convergentes et, saisissanlt avec des
pinces la pointe du lambean ainsi circonserit, on arrache
avec ménagement. On le lave longuement a l'eau, on le
colore au carmin aluné, puis on le monte dans la résine
dammar. On voit les flibres de Purkinje formées de lignes
de cellules arrondies, elaires, munies de deux noyvaux et d une
feorce stride,

4" Coupes. — Le myocarde fixé par la liqueur de Miller,
durei a la gomme el 'alcool, permet d obtenir de trés honnes
coupes qui, colorées & hémaléine el a I'éosine, puis mon-
tetes dans la résine dammar, monirent bien la structure des
fibres musenlaires, On peut faire aussi des inclusions dans
la paraftine avec les précautions indigquées pour les antres
muscles.

CHAPITRE VIII

TISSU NERVEUX

Le tissu nerveux se compose essenliellement de cellules
qui présentent une structure assez compliquée el constituent
chacune un petit appareil nerveux élémentaire appelé neu-
rone. Un neurone est composé dun corps cellulaire (ecellule
nerveuse) muni de prolongements, Le corps cellulaire est de
forme variable : multipolaire, globuleux, ete., mais générale-
ment assez voluminenx comparativement aux autres cellules
de I'économie. Il est muni d'un noyau sphérique renfermant
d’habitude un gros nucléole arrondi.

Les prolongements du corps cellulaire sont en général de
deux sortes : les uns courts, mais tres ramitiés et trés touflTus
(dendrites), s'¢loignent peu de la cellule ; Nantre, généralement
unigque dans une cellule (prolongement eylindraxile axrone ou
neurite), est trés long, droit, el ne se ramifie pason donne seu-
lement quelques branches collatérales. Toutefois, dans cer-
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taines cellules (cellules bipolaires des ganglions spinaux des
poissons, cellules en T de ces mémes ganglions chez les mam-
miferes), les prolongements, au nombre de deux, présentent
tous deux le caracteére de cylindraxes,

Les cellules nerveuses et leurs dendrites sont situés dans
les centres nerveux ; leurs prolongements eylindraxiles aban-
donnent ces derniers et se réumssent en faisceaux plus ou
moins volumineux (rerfs) se rendant au loin dans les diffé-
rents organes ol ils se terminent de diverses manieres. Il
résulte de Ii que F'on ne peut étudier un neurone dans une
seule préparation dont il dépasse d’habitude de beaucoup
les limites, el qu'il faut examiner 4 part le corps de la cel-
lule, le nerf el sa terminaison. De plus, étant donné la cons-
titution tres différente des parties dans lesquelles sicgent ces
trois sections de 'élément nerveux, il fandra nécessairement
appliquer i I'étude de chacune d'elles des méthodes diffé-
rentes. Cest ce que l'on fera en étudiant a part : 1° les cellules
nerveuses: 20 les nerfs; 32 les terminaisons nerveuses (quelques-
unes seulement).

Dans les centres nerveux développés autour du canal épen-
dymaire et dans ceux-la seulement, on trouve un lissu de
soutien formé de cellules et de fibres, la névroglie. Les cel-
lules névrogliques qui engendrent les fibres de méme nom,
dérivent comme les cellules nerveuses du neuro-¢pithélium
de la gouttitre médullaire, et présentent des rapports étroits
avee les ¢léments nerveux proprement dits, On les étudiera
a la suite de ces derniers.

Iétude du tissu nerveux, ainsi comprise, dispense de con-
sacrer un chapitre & part au systéme nerveux, qu'elle aura
fait suftisammment connailre,

|. — CELLULES NERVEUSES

S

Les cellules nerveuses ont, comme on l'a déja va plus haut,
des formes tres variables, En dehors de la forme, un carac-
tere important  permet de distinguer les cellules des gan-
glions périphériques, y compris es ganglions spinaux, des
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cellules encéphalo-médullaires @ ¢’est que toutes les cellules
des ganglions périphériques, dune forme globuleuse (bien
que munies de plusieurs prolongements), sont entourées dune
capsule endothéliale qui se moule sur elles, tandis que les
cellules des centres encéphalo-médullaires ou si 'on veut
péri-épendymaires, de forme polyédrique épineuse, sont
nies.

Ces dernicres répondent généralement au type du neurone,
c'esl-d-dire sont munies de dendrites et d'un prolongement
cylindraxile pourvu d'un petit nombre de collatérales ; cepen-
dant on en trouve certaines dont le prolongement eylindraxile
s¢ ramilie beaucoup et se termine & une courle distance du
corps cellulaire (cellules du type 1l de Gorai). Les dendrites se
distinguent du neurite par leur grosseur plus grande au voi-
sinage de la cellule, puis par leurs ramifications nombreuses,
les varicosilés et les épines courtes qu'elles présentent. Le
cylindraxe est plus fin et sa surface est lisse; 1l ne présente
de varicosités qu'an niveau de sa terminaison.

Les cellules des ganglions spinaux sont globuleuses, elles
preésentent  chez  les poissons deux  prolongements cylin-
draxiles partant de deux poles opposés. Chez les aulres ver-
tébrés elles n'ont quun prolongement eylindraxile qui se
branche en T & quelque distance de la cellule (Raxvier), et qui
reésulte de laccolement des deux prolongements du type ci-
dessus,

Les cellules des ganglions sympathiques, également glo-
buleuses, possedent un prolongement cylindraxile el des
dendrites. Ces derniers sont moins touffus que ceux des cel-
lules nerveuses centrales; ils ne sont pas non plus munis
d'épines latérales courtes et se rapprochent par certains carac-
teres des evlindraxes,

Pour étudier les cellules nerveuses il faut employer
diverses méthodes dont chacune met en évidence certaines
particularités de ces cellules et ne montre que celles-la,
laissant les autres dans l'ombre. Ainsi les dissociations
donneront seules une bonne idée de la forme des cellules:
les coupes minces faites aprés de bonnes fixations permettront
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de voir leur structure, et enfin la méthode de Golgi montrera
seule le nombre des dendrites et, isolant en quelque sorte la
cellule, permeltra de la suivre dans toule son élendue et de
voir ses rapports, mais elle n’apprendra rien sur sa struclure
intime,

Ce n'est qu'en combinant ensuite les résullats fournis par
chacune de ces méthodes que 'on arrivera 4 une idée exacte
de la structure et des rapports des éléments nerveux. Chague
methode employée seule ne donne que des eésultals incom-
plets el insulfisants,

1° Dissociation des cellules de la moelle. — Raixvien
conseille le procédé suivant @ « Une tranche de la moelle dn

Fig. 91.
Cellule nerveuse des noyaux gris du [bulbe (dissociation apres
I'alcool au tiers, coloration au picro-carmin, montage dans la
glycérine),

Stiassnie, ocul. 2, objecl. 5.

beeuf ayant 2 4 3 millimetres d'épaisseur est placée dans 8 &
10 centimetres cubes dalcool au tiers. Vingl-guatre heuares
apres, avec une aiguille a cataracte, on enléve de petits frag-
ments des cornes anlérieures; on les porte dans un tube
i essai, dans lequel on a mis de ean distillée jusqu’an quart
de sa hauteur. Fermant lorifice du tube avec la pulpe du
pouce, on agite fortement et d plusieurs reprises, afin de
dissocier par le battage les fragments de substance grise. Un

A iy
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ajoute ensuite quelques gouttes d'une solution de picro-car-
minale au centicme, de maniere a donner & 'eaun une teinte
rose. Généralement an bout d'une heure la coloration des
cellules ganglionnaires, isolées et en suspension dans 'eaun,
est déja suffisante. On ajoute alors un peu dune solution
d'acide osmique au centiéeme, un centimelre cube par exemple.
Les éléments, dissociés par l'alcool au tiers et colorés par
le picro-carminate sont fixés par l'acide osmique : c'est lale
principe de cette méthode. En quelques heures la fixation est
produite. »

On enléve alors le liquide et on le remplace par de l'eau
distillée que 'on renouvelle plusieurs fois de facon & bien
enlever toute trace d'acide osmique. On puise alors au fond
du verre quelques cellules i I'aide d'un tube de verre ouvert
aux deux bouts, et qui fonctionne comme une pipette. Pour
s'en servir on bouche avee le doigt une de ses extrémités
pendant que 'on enfonce Fautre dans 'ean, et lorsque cette
dernitre est arrivée sur les cellules qui reposent au fond du
verre, on leve brusquement le doigt qui bouchait 'extrémité
superieure; l'eaun s'éléeve dans le tube, entrainant quelques
cellules; on replace le doigt sur Uorifice supérieur el on trans-
porte les cellules ainsi recueillies sur une lame de verre.

On recouvre d'une lamelle et on observe; si l'on veut rendre
la préparation permanente on introduit de la glycérine sous la
lamelle et on lute.

Il arrive que la glycérine en pénétrant sous la lamelle
“entraine les prolongements de la cellule, les réunit en fais-
ceaux et les emmeéle au lieu de les laisser isolés et écartés
comme ils le sont & I'état habituel. Pour éviler cel inconvé-
nient, Raxvier conseille de monter la préparation dans la gly-
cérine gélatinée (voy. p. 70)., On place un petit fragment de
cette derniere sur une lame de verre que 'on chauife dans une
étuve & 40° environ. Le fragment fond et forme une goutte qui
s'élale. A ce moment on y ajoute les cellules ganglionnaires
que l'on a recueillies avec la pipette, on mélange avee une
aiguille et on recouvre d'une lamelle. La masse en se prenant
par refroidissement empéche aux prolongements cellulaires de

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. =1
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se deplacer sous les mouvements que Fon peut imprimer a la
lamelle. On fait ainsi un grand nombre de préparations, il s'en
[rouve Loujours quelques-unes renfermant des cellules de toute
beautde.

Le corps cellulaire est tres nettement fibrillaire ainsi que
les prolongemenls protoplasmiques qui en partent. Ces der-
niers sont généralement cassés i une courte distance de la
cellule, et ne présentent quune ou deux branches bien vite
interrompues Le noyau est sphérigque, clair et muni d'un gros
nucléole arvondi teint en rouge par le carmin. Le prolonge-
ment eylindraxile se reconnait & ce qu'il est plus clair, plus
homogene el quil ne présente pas de branches,

Dans certaines cellules on trouve un petit amas de pigment
brun ou jaundtre siégeant vers 'un des poles de I'élément.

2° Dissociation des cellules des ganglions spinaux. —
La méthode employée pour opérer cetle dissociation est due i
RANVIER.

On découvre un ganglion spinal, ou le ganglion de Gasser
chez un lapin jeune, on y fail une injection interstitielle d'acide
osmique a 2 p. 100, on laisse le ganglion séjourner environ
un quart d’heure dans la méme solution, puis on le lave &
'ean distillée eb on le coupe en tranches minces sans inclusion
préalable. Chaque tranche est portée sur une lame, et disso-
ciée avee les aiguilles. On examine la préparation dans 'eau.

Lorsqu'on a trouvé quelques cellules bien lixées et bien
dissoci¢es, on peut les colorer i 'hématéine, puis laver i
I'eau et monler la préparation dans la glycérine ou dans le
baume.

Les cellules sont globuleuses, munies d'un gros noyau
sphérique et d'une enveloppe mince, semée de noyaux qui
répond i la gaine endothéliale dont il a été parlé plus haut.
Beaucoup d'entre elles sont continues avec une fibre & myéline
qui nail d’elles et qui n'est autre chose que leur prolongement
eyvlindraxile. Ge prolongement est en réalité double comme le
montre 'embryologie.

Lorsque les cellules sont bien  fixées, elles remplisseni

W)
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enticrement la gaine endothéhale qui les entoure, el elles
montrent une fibrillation circulaire, concentrique au noyau,
et particulierement visible sur les préparations monlées dans
la glycérine. A cdté de ces cellules on en lrouve beaucoup
Jautres dont le corps est rétracté au sein de l'enveloppe et
plus ou moins déformé. Tantot il est ramassé sur lui-méme
en une boule centrale dont le contour est partoul également
distant de la gaine endothéliale, tantot il est étoilé el présente
une série de pointes qui le rattachent & la gaine, Ces défor-
mations sont extrémement fréquentes. Elles sont dues pour
la plupart a l'action des réactifs qui n'ont quimparfaitement
agi sur elles et ne les ont pas suffisatnment fixées. Elles se
produisent aussi sur des -cellules bien fixées par lacide
osmique et neltement globuleuses, lorsqu’on inclut le gan-
glion dans la parafline.

Toutefois, il faut savoir quelles peuvent en partie au moins
tenir a un état particulier de la cellule au moment on elle a
subi I'action du fixateur. Raxvier a montré que si l'on fixe des
ganglions spinaux par le séjour pendant un mois dans le
bichromate de potasse i 2 p. 100, puis quapres les avoir lavés
a l'ean, durcis a I'alcool, inclus dans la cire et Uhuile, on en
fasse des coupes, on peut voir dans une méme coupe et cole
a cole des cellules admirablement conservées, d'autres for-
lement rétractées, daulres enlin avee des déformations inter-
médiaires. D'aprés ce que 'on sail aujourd’hui, ces déforma-
tions qui ont frappé autrefois Raxvier, s'expliquent sans doulte
par les changements que les cellules subissent dans leur
leneur en substance chromatophile par le fait méme de leur
fonclionnement.

3° Coloration de la substance chromophile des cel-
lules nerveuses. — On sail que l'on trouve dans les cellules
nerveuses une substance colorable par certains réactifs (subs-
lance chromophile) qui se présente soit sous la forme de
cranulations, soit sous celle de fragments plus volumineux,
irréguliers el anguleux que l'on désigne sous le nom de
maoltes,
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Celle substance se voit avec beaucoup de facilité dans les
cellules des cornes antérieures de la moelle. Nisst qui T'a
décrite le premier, la mettait en évidence au moyen dune
méthode assez compliquée; on peut procéder plus simplement
de Ta maniére suivante. On fixe un fragment de moelle ou de
bhulbe rachidien du mouton par un séjour de quarante-huit
heures dans du formol 4 10 B 100. On le relire et on le lave
dans l'alcool & 70° puis dans 'alcool & 90°, La piece est assez

- ferme pour élre coupée
sans autre préparation dans
le microtome de Ranvier ou
bien si I'on veut on inclut
au collodion.

Les coupes recueillies
_ dans lalcool sont hydra-
£ Lées progressivement, puis
| mises dans un verre de

montre renfermant du bleu
~de méthyléne polychrome -
dans lequel elles doivent
séjourner une heure envi-
ron. Au bout de ce temps
on les lave a I'eau distillée
puis on différencie la ma-

Fig. 02,

Cellule nerveuse du hull_hu I.l?l ou- - yidpe colorante parle alyce-
ton, grains chromophiles (formol,

bleu polychrome, baume du Ca- rincthermischung — quel-
nada). ques gouttes dans un verre
Sliassnie, ocul. 2, ohjeel. 8. de montre P}{?i[] d'ean dis-
. lillée. — On suit la différen-
ciation & l'aide d'un faible grossissement; lorsqu’elle est suf-
fisante on enléve les coupes et on les lave soigneusement &
I'ean distillée, puis on les déshydrate rapidement dans I'alcool
absolu, on déclaireil par l'essence de bergamote et on monte
au baume,
Le fond de la préparation est clair, les cellules se détachent
sur lui en bleu pur (lig. 92). Lorsqu’on les examine avee un
fort grossissement, on voil que leur teinte bleue est due @ la
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présence des grains ou des moltes de substance chromophile,
qui avec le noyau sont les seules parties colorées de la cellule.
L’alignement des grains ou des fragments de substance chro-
mophile dans le corps.cellulaire et dans les dendrites donne
I'impression de I'interposition entre eux de filaments frés lins
el incolores, et vient-confirmer ainsi la structure fibrillaire de
ces parties telle quelle est monirée par la méthode indiquée
plus haut. Ces grains ne se rencontrent jamais sur le prolon-
gement eylindraxile, tandis qu'ils ge poursuivent trés loin sur

. TR ] v

Fiz. 03.

Cellule nerveuse de la moelle cervicale du cobaye, grains chromo-
philes (alcool absolu, carmin aluné),

» - rd o
Stiassnie, ocul. 2, object, 8.

les dendrites. Le noyau est clair, le gros nucléole quil ren-
ferme a le plus souvent une couleur verditre.

J'ai obtenu de la manitre suivante de fort belles preépara-
“tions de grains chromophiles dans les cellules nerveuses :
Un fragment de moelle de cobaye est fixé par 'aleool absolu,
puis hydraté et coloré en masse dans le carmin aluné;lavé,
déshydraté et inclus dans la paraffine, puis débité en coupes.
Dans les grandes cellules des cornes antérieures, les frag-
ments anguleux de substance chromophile colorés en rouge
violacé par le carmin aluné étaient admirablement visibles
(voy. fig. 93).
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4° Coloration des cellules par la méthode de Golgi. —
Pour préparer par celte méthode des cellules de la moelle,
on isole soigneusement la colonne vertébrale d'un chat on
d'un lapin nouveau-nés, en la dépouillant de toules ses parties
molles. On ouvre le canal rachidien par derritére en coupant
avee un scalpel les lames vertébrales encore cartilagineuses,
On découvre amsi la moelle le plus complétement possible
sans lenlever toulefois du canal rachidien, parce qu'elle est
trop délicate pour supporler cette manipulation. On peul
diminuer 'épaisseur des corps vertébraux en les sectionnant
par une coupe frontale, de facon & ne laisser autour de la
moelle que ce quil faut de la colonne pour la soutenir, On
découpe alors la colonne vertébrale en troncons de 4 & 5 mil-
limetres de longueur que on porte dans le réactil de Cajal
(bichromate de potasse & 3 p. 100, 100 volumes; acide osmique
ad p. 100, 30 volumes). 1l faul au moeins 10 centimetres cubes
dun mélange pour chaque fragment. Un laisse ces derniers
pendant trois & cing jours dans le liguide a la tempéra-
lure de 259, puis on les retire et on les porte sur une feuille
de papier buvard qui boit Pexees du liquide dont ils sont
chargés. Celte opération doit étre faile trees rapidement. On
porte ensuile les pieces dans une solution & 0,75 p. 100 de
nitrate d'argent. 1l se fait un précipité rouge-brun de chromate
d'argent dont on ne doit pas sinquiéter.

Au bout de deux jours on retire 'un des fragmentls pour
voir si imprégnation est réussie. On le plonge pendant un
quart d’heure ou une demi-heure dans de Paleool & 90°, puis
on fait des coupes transversales apres avoir calé dans le
microtome de Raxvier avee de la moelle de surecan ou bien
avec le mélange de cire et d’huile. On peul aussi inclure
les picees dans la celloidine mais cela n'est pas nécessaire.
Les restes du squelefte existant autour de la moelle sont
encore le plus souvent & I'état cartilagineux, el on les coupe
en méme temps que la substance médullaire; $7l s'agit d'un
animal plus dgé, & colonne ossifice, on enlévera enticrement
la moelle du canal rachidien, aprés quun séjour préalable
dans le liquide de Cajal des fragments comprenant 4 la fois

|
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la colonne et la moelle, anra mis cetle derniere, en la lixant,
a l'abri des lésions qu'on lui aurait infailliblement faites en
I'enlevant d’emblée,

Les coupes sont recues dans Falcool, elles n'ont pas besoin
d'étre trés minces, les ramifications des éléments nerveux se
lrouvant dans plusieurs plans. On plonge une lame dansle réci-
pient qui les renferme et on attire sur elle quelques coupes
que 'on examine & un faible grossissement. Si la réduction de
"argent ne s'esl pas opérée on reporte les picces dans le
liquide de Cajal. Si les coupes sonl bonnes, on les reporte
dans I'alcool on on les reprend sur une lamelle. Celle-ci étant
essuyée, on met sur la coupe quelques gouttes d'essence de
girolle. Apreés éclaivcissement on remplace cette derniére
par du baume au xyvlol. On ne recouvre pas d'une lamelle, et
la préparation est mise a sécher. 11 faut éviter soigneusement
que les coupes remontent sur le baume et viennent ainsi s'ex-
poser i lair, elles doivent toujours étre recouvertes du milien
conservaleur. Lorsque ccelui-ci est see, on place les lamelles
sur les porte-objets en bois i ce destinés et on les y fixe a laide
de cire & cacheter ou de bandes de papier gommé,

St l'on veut examiner dans leurs plus lins détails les prépa-
rations montées sur la lamelle, avant de les fixer sur le
porte-objet de bois, on se servira avec avanlage du porte-
objet de Cori. La lamelle élant maintenue entre les deux rai-
nures de ce dernier, la préparation peut étre observée a un
trés fort grossissement, la lamelle tournée du edté de 'ob-
jectif. On peul choisir ainsi les préparations gque 'on veul
monter définitivement, et ne garder que les meilleures,

On aurail pu traiter de méme des fragments du cerveau, du
bulbe olfactif, du cervelet, ete. Dans ce cas, ces parlies encore
entourdées de la pie-mére doivent étre enroulées dans une
lame de pain azyme mouillée (vov, p. 121) pour protéger leur
surface contre le dépdt d’argent.

Sur les coupes de moelle on apercoit & la périphérie un
épais dépot dargent formé sonvent de eristanx emmélés ; an
centre on voit de trés belles cellules nerveuses mullipolaires
qui se détachent en noir sur le fond clair de la préparation,
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On peut suivre trés loin leurs dendriles et leur prolongement
cylindraxile. 1l faut bien savoir que les cellules nerveuses ne
sont pas toujours seules imprégnées et que l'on peut trouver
a colé d'elles, également teints en noir, des cellules de la

i d
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Fig. 94.
Cellule des hémisphéres cérébraux de la grenonille
(méthode de Golgi).

t, noyau marqué par une leinte brun elair. — o, dendriles, — ey, evlindraxe.
Shiassmie, ocul. 2, object, 6.

névroglie el méme des vaisseaux sanguins coupés sous
diverses incidences. Aussi, pour étudier avec fruit les preépa-
rations failes parla méthode de Golgi, faut-il parfaitement con-
naitre au préalable Ihistologie du centre nerveux que l'on
étudie, et méme 'histologie générale qui seule permettra de
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reconnaitre les éléments étrangers (vaisseaux, cellules con-
nectives, dépots irréguliers d’argent) qui se rencontrent dans
presque toutes les coupes. On sera étonné du petit nombre de
cellules imprégnées dans I'étendue d'une coupe, alors que,
avec les colorations ordinaires on en distingue toujours plu-

&

Figx, 9.
Coupe des hémisphéres cérébraux du lapin (méthode de Golgi,
imprégnation des vaisseaux),

1, Vilsseany, e, cellules pyvramidales, mhassnie, ocul. 2, ohjecl. 3.
sieurs et méme un grand nombre. La méthode de Golgi ne
colore done que certains éléments, mais en revanche elle les
disseque pour ainsi dire, d'une manicre admirable, ef permet
mieux que toute autre de voir leur forme el leurs connexions.
Comme elle ne colore pas seulement les cellules d'un méme
ordre, on peut, en multipliant les examens, arriver a refrouver
par son concours tous les éléments nerveux d'un centre.
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Les débutants devront toujours commencer 'étude du sys-
ttme nerveux par dautres méthodes que celle de Gover, et
n'aborder celle-li que lorsqu'ils auront une bonne instruction
histologique générale. On ne saurait imaginer les erreurs que
certaines personnes, pourtant instruites en anatomie, sont
capables de faire dans linterprétation des préparations obte-
nues i aide de cette méthode., 1

Pour étudier les différentes formes de cellules nervenses, il
faundra s'aider dans l"mIm*r-_rf*tu_tinn des coupes, des planches
annexces aux meémoires originaux el ne pas trop se fier aux
schémas répandus dans les classiques.

§ 2. — NERFs

Les nerfs sont formés par les prolongements cylindraxiles
- des neurones, réunis en faisceaux plus on moins volumineux,
entourds d'une gaine et munis de vaisseaux propres. Parmi
ces prolongements les uns sont entourés d'une gaine de mye¢-
line (substance grasse spéciale) et d'une membrane d’enve-
loppe (membrane de Schwann) : ce sont les fibres nerveuses a
myeline ; les autres restent nus, ce sont les fibres de Remalk.

Pour étudier les nerfs il faut les dissocier apres action de
divers réactifs alin d'examiner leurs éléments constituants
(fibres nerveuses). On doil aussi en faire des coupes transver-
sales sur lesquelles on verra les rapports des fibres avec leur
gaine et avee les vaisseaux. -

1° Dissociation d’un nerf aprés fixation a lacide
osmique. — On peut choisir n'importe quel nerl assez mince,
mais le meilleur objet d'élude est le scialique de la grenouille,
On le découvre en ayant bien soin de ne pas le léser, puis
on place, suivant sa longueur, une tige de bois évidée entre
ses deux extrémités, On lie la partie supérieure du nerf sar
I'extrémité correspondante du morceaun de bois; on en fait
aulant pour Uextrémité inférieure ; puis, le nerf étant ainsi
maintenu dans son état habituel d'extension sans étre com-
primé griace & 'évidement du support, on le coupe en dessus
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el en dessous de ce dernier. On le suspend alors avee le mor-
cean de bois sur lequel il est fixé dans les vapeurs d'acide
dgsmique ot on le laisse ‘une heure au moins et douze
heures au plus. Au bout de ce temps on le laye soigneuse-
ment al'eau distillée, puis on le coupe en fragments de 1 cen-
timétre environ que l'on soumet & la dissociation par les
aiguilles. On obtient d'abord “des faisceanx assez volumineux
mesurant un quart ou un cinquiecme du diameétre du nerf.
On choisit 'un deux que Pon dissocie aussi complétement
que possible en réservant les autres pour des préparations
ultérieures,

On peul dissocier soit dans I'eau, soit dans la glycérine
¢lendue d'eaun. Dans ce dernier cas, pour rendre les prépara-
lions permanentes il suflit, aprés les avoir recouvertes d'une
lamelle, de luter les bords de celle-ci a la parafline et & la cire,

Dans ces préparations on voil tres bien les fibres & myéline
teintes en noir par lacide osmique. Elle sont de grosseur tris
inégale, les plus grosses ayant trois ou quatre fois le diameétre
des plus petites. Elles sont cylindriques et présentent, de dis-
tance en distance et & des intervalles réguliers, des rétrécis-
sements  circulaires (ébranglements annulaires de Ranvier),
Chaque fibre présente une partie centrale pile (cvlindraxe) et
une ccorce fortement colorée en noir (myveéline), limitée en
dehors par une membrane treées mince (gaine de Schwann).
La myéline est interrompue de distance en distance par des
traits clairs allant de dehors en dedans (incisures de la myé-
line) qui la divisent en une série de segmenlts cylindro-coni-
ques ou de cornets emboités les uns dans les autres. Les
icisures ne se voient pas toujours sur tontes les fibres, mais
on en lrouvera loujours sur certaines de ces derniéres. On
les voit admirablement sur des coupes longitudinales de nerfs
pris dans un lissu injecté par le liguide picro-osmio-argen-
ligque, lors méme que les nerfs ainsi fixés par ce mélange
neétatent pas tendus. Parfois des (raclus noirs traversent
comme les dents d'un peigne la ligne claire de lincisure;
pent-¢lre répondent-ils aux interstices des fibres en spirale
que Gorcr a décrites & ce nivean.
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La myéline se montre d’habitude, en dehors des incisures,
sous la forme d'une substance continue et homogéne, unifor-
mément teinte en noir par l'acide osmique ; mais dans cerlains
cas elle parait comme semée de vacuoles claires arrondies et
prend un aspect spumeux. Pour la discussion de ces diverses
apparences de la myéline voyez KoLLiker, Handbueh der Gewvel.
(9¢ édition.) La gaine de Schwann est trés mince; on la voit
surtout au niveau des étranglements annulaires.

Les étranglements divisent la fibre en une série de segments
égaux (segments inlerannulaires) et d’autant plus longs que la
fibre est plus grosse. A peu prés au milien de chagque segment
se trouve un noyau placé immédiatement en dedans de la
gaine de Schwann. On le voit bien lorsqu’il se priésente de
profil, il offre alors la forme d'une lentille plan convexe, dont
la convexité déprime en dedans la myéline.

Le cylindraxe se voit malaisément i cause de sa faible
réfringence. Pour le bien distinguer il faut colorer 1a prépara-
lion pendant vingl-quatre heures au picro-carmin. Le eylin-
draxe se reconnait alors tres bien grice a la teinte rose quiil
prend. Dans les fibres & myéline cassées il se prolonge par-
fois un peu aun delide la gaine de myéline el se voit tres faci-
lement.

2¢° Examen dans 'eau d’'un nerf & myéline vivant. — On
enléve le seiatique d'une grenouille qui vient d'étre tude, et on
le place sur une lame dans quelques gouttes d'eau. Saisissant
alors avec deux pinces les deux branches qu'il présente & sa
partie inférieure, on les écarte I'une de lautre (Raxvies). Quel-
ques fibres sont isolées dans ce mouvement, on recouvre dune
lamelle et on observe.

Chaque fibre parait formée d'un cylindre présentant un
double contour trés brillant, produit par la réfringence de la
myéline, et un centre plus pile (eylindraxe). Pen dpeu le double
contour brillant disparait et la myéline s'échappe de la fibre
aun niveau de ses cassures; en ces points on voit se former des
gouttes épaisses qui s'écoulent trés lentement en se gonflant
dans l'eau et en prenant des formes variées : en larmes, en




TISSU NERVYEUX Jdd

boyaux, en boules, qui se modifient peu a peu donnant Fappa-
rence dune sorte de mouvement compliqué (vermiculation
de la myéline).

3° Imprégnation des nerfs par le nitrate d’argent. —
(est un procédé classique indiqué par Raxvier pour 'élude
des élranglements annulaires. On peut
Fappliquer comme suil : Une grenouille
récemment tuée est placée sur le dos.
On ouvre son abdomen et on enléve tous
les viseeéres, puis le péritoine, sans léser
les nerfs lombaires qui doivent rester en
place maintenus tendus par leurs con-
nexions naturelles. On les lave rapide-
ment & l'eau distillée, et on les baigne
dans une solution a1 p. 500 de nitrate
d'argent qu'on peut laisser séjourner pen-
dant dix 4 quinze minutes dans la cavilé
formée par les parois latérales et dorsales

de I'abdomen qui constiluent une petite & (

cuvelte, dans laquelle sont contenus les h 1 ?

nerfs. Au boul de ce temps on lave soi- :
aneusement a 'ean distillée, on coupe les Fig. 96.
nerfs qui sont devenus rigides et on les  pibres a myéline de
dissocie dans 'eau ou dans la glycérine, la grenouille, trai-
on recouvre dune lamelle et on observe. lées par lazota e

d'argent (eroix de

On peut aussi déshydrater les nerfs par Fhiais

I'alcool, les éclaircir par Vessence de gi- Qi R
Sliassnie, ocul, 2,
rofle et monter dans le baume, object. 6.
Les fibres nerveuses sont trés piles ou
quelquefois légérement teintées de brin sur leurs bords. En
examinant avec soin on apercoit de petites figures noires ou
brunes en forme de croix courtes, dont la barre longitudinale
est ¢égale & peu pres & la barre transversale (croix latines de
Ranvier). A un fort grossissement on voit que la barre -droite
de la croix est formée par le cyvlindraxe. A ses deux exlré-
milés on lrouve parfoig, mais pas toujours, des trails noirs
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transversaux, cquidistants, dont la teinte va safTaiblissant a .
mesure que lon s’éloigne de la croix et qui disparaissent
' ; enfiir. Ce sont les stries de Fromann,

aractéristiques de laction du nitrale 'i
d'argent sur le eylindraxe. |

La barre transverse de la croix est |
formée par une. sorte de virole que le |
cylindraxe traverse et dont le centre 1
est plus épais que le hord, de telle sorte 1

quelle semble formée par laccolement
sur leur grande base de deux trones |
de cone courts, don le nom de renfle-
ment biconique sous lequel Raxvier 'a
désignée. Toutes les {ibres ne présen-
tent pas des figures aussi parfailes que
'on pourrait le désiver, et i comme
. ailleurs on n'arrive a se faire une bonne ;
idée de la disposition des choses quen
examinant beaucoup de préparations.

Si dans une région contenant des

L& ' nerfs, on a fait une injection intersti-
lielle de liquide picro-osmio-argen-

"|'. ': - = i
Fig. 97. lique, on peut sur les coupes examiner

Fibres amyéline prises  ¢o5 (erniers. On voit alors la myéline
dans une coupe lon- . el s i s T e
gitudinale d’un merf '""PTUSHEE GL MO AYEE l.l.h Ao 8
de la conjonetive du  puis le renflement biconique marqué
lapin ({injection in- par une barre transversale noire. Il
terstilielle de liquide n'y a pas de croix comme lorsquon a

METO - 08I0 - argen- ; - '
{ir[ue} bl employé le nitrate d'argent seul.

e, clranglement annulaire.

- oy eylindraxe. — in, in- 4" Préparation des fibres spirales
cisure, Stiassnie, ocul, 2, ob- . . . - e
ject. 8. au niveau des incisures. — GoLsi a

monlré que Fon trouve le long des
libres nerveuses, a des intervalles réguliers, des sortes e
petits entonnoirs formés par Uenroulement en spirale dune
libre extrémement fine. Ces cnlonnoirs sicgent an nivean des
incisures, el ils constituent la charpente de la myéline. Pouar
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les mettre en évidence on choisit le nerl sciatique d'un animal
[rais, et onle découpe en segments d'un centimétre environ de
longuenr, que Fon porte dans du liquide de Miller. On les y
laisse pendant deux a quarante-huit heures suivant léur gros-
seur, puis on les immerge dans du nitrate d'argent & 4 p. 100
pendant vingl-quatre heures et plus. On les dissocie ensuite
dans l'alcool et on les monte au baume:On voit le long du
eylindraxe les entonnoirs formés par les libres spirales. |

5" Préparation des fibres de Remak. — Les libres e
Kemak se rencontrent surtout dans les nerfs qui vonl aux
visceres, que ces nerfs appartiennent d’aillears an systeme
cerébro-spinal ou au systéme sympathique. Le poneumogas-
rique est treés employé pour leur préparation. On prend un
fragment de pneumogasirique frais du lapin. On le place sur
une lame dans une goutte d’acide osmique, et on F'ouvre rapi-
dement avec des aiguilles afin de le dissocier légtrement. Au
bout de dix minutes environ on le lave i Ueau et on poursuil
la dissociation mais avee ménagement et sans chercher i isoler
entierement les éléments, parce que lesfibres de Remak s'anas-
tomosent entres elles et que 'on romprait leurs branches
d'union. On colore vingl-quatre heures au picro-carmin et on
monte dans la glycérine.

Au milieu de nombreuses libres & myéline on distingue des
libres piles rubanées, légérement colorées en jaune sale, et
que l'on distingue des fibres connectives par leur aspect
tibrillaire, par leur coloration (les fibres connectives sont i
peu pres incolores) et par leurs anastomoses. Ce sont les fibres
de Remak. Elles sont munies de noyaux ovales aplatis, tres
¢troitement collés contre la fibre, et que 'on dislingue des
noyaux conjonchifs par 'absence de tout corps cellulaire autour
d’eux. Ils sont en effet absolument soudés a la fibre et entou-
res seulement d'une couche trés laible de protoplasma. lLa
libre n'a pas de myéline ni de gaine de Schwann.

Raxvier a montré que le bichromate de potasse rend les
fibres de Remak variquenses el vacuolairves ; celte modifica-
lion s+ produil aisiment lorsque les véactifs arrivent sur un



336 TECHNIQUE APPLIQUEE

cylindraxe nu ; elle est trés marquée au nivean des lerminai-
sons nerveuses ou toute gaine manque.

6° Coupes transversales de nerfs. — On choisit un scia-
lique de grenouille, on le fixe par les vapeurs d’acide osmique,
puis on le durcit & la gomme et & I'alcool. On fait les coupes
et on les colore par le picro-carmin pendant vingt-quatre
heures. On monte & la glycérine et on examine.

Les fibres nerveuses se montrent coupées en lravers et avec
des diametres différents. Elles sont entourées par la myéline
qui dessine autour du cylindraxe un ou deux cercles noirs
emboités I'un dans l'autre. On comprend que cette apparence
est due a la présence des incisures, 'incisure divisant juste-
ment la gaine de myéline en deux moitiés, I'une interne et
l'autre externe. Sur certaines fibres, la myéline ne forme pas
un cercle ordinaire, mais une série de festons, Cest que la
coupe passe alors au voisinage d'un éfranglement annulaire ou
la myéline présente des sillons longitudinaux. Enfin dans cer-
lains points on voit autour du cylindre une aire peu colorée
qui répond au renflement biconique. Les fibres de Remak se
voienl sous la forme de pelits cercles piles. La gaine du nerf est
formée de lamelles emboitées les unes dans les autres et sou-
dées entre elles par places. Elles sont colorées en rouge par le
picro-carmin.

Le tissu conjonclil intra-fasciculaire se compose de cellules
et de fibres. Les fibres sont longitudinales.

7° Préparation de la gaine de Henle des nerfs. — Les
plus petits faisceaux nerveux composés dune seule ou de
quelques fibres sont entourés d'une gaine lamelleuse simple,
la gaine de Henle.

Pour la prépaver il suffit dimprégner d'argent des nerfs tres
{ins comme les nerfs thoraciques de la souris ou du rat. Apres
avoir ¢écarté la peau de facon & les tendre entre celle-ci et les
parois thoraciques, on les arrose d’eau distillée, puis de la solu-
tion de nitrate d'argent a1 p. 300, et au bout d'une ou deux
minutes d’eaw distillée qui les lave. On les arrose ensuite d'al-
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cool & 90° qui acheve de les rendre rigides, et alors seulement
on les coupe pour les éelaircir a l'essence de girofle et les
monter au baume. La gaine de Henle se reconnait sous la
forme dun revétement endothélial traeé a la surface du nerf.

On peut observer de belles gaines sur les nerfs du mésen-
tere, chez les animaux maigres ou les nerfs ne sont pas accoms-
pagnés de graisse. On impreégne le mésentére tendu suivant le
mode ordinaire, puis on balaie au pinceau 'endothélinm de
ses deux faces et on monte dans le banme,

Entin on voit de trés belles gaines de Henle dans les coupes
de la muquense conjonctive on d’autres muquenses injectées
interstitiellement par le liquide de Renaut. Dans ce cas les
fibres nerveuses étant colorées en noir par lacide osmique, la
préparation est freés démonstrative et 'on voit un espace vide
compris entre la gaine et les fibres,

§ 3. — TERMINAISONS NERVEUSES

On ctadie les terminaisons nervenses a awde de méthodes
diverses qui sont : la méthode de 'or, la méthode de Golgi, la
méethode de coloration vitale au blen de méthyléne,

1° Méthode de 'or. — Cette méthode s‘emploie suivant
divers procédés; le meillenr d'apres Rasvier est eelui du ehlo-
rure d'or apreés le jus de citron (voy. p. 122). On étudiera
surtout par cette méthode les terminaisons motrices dans les
musecles et les terminaisons sensibles dans la cornée,

a. Terminaisons motrices. — On choisit de préférence les
musecles de la cuisse ou les muscles intercostaux du lézard, ou
bien le triceps crural du lapin. On coupe de petits fragments
de ces muscles, on les porte dans du jus de cilron récemment
exprimé et filtré on on les laisse pendant cing minutes. Au
bout de ce temps on les lave & 'eau distillée, puis on les me
dans la solution a 1 p. 100 de chlorure d'or dans laquelle ils
restent vingt minutes. On les lave de nouveau a 'ean distillée
et on les porte dans le méme liquide additionné de quelques
gouttes dacide acétique. Au bout de vingt-guatre & quarante-

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE, e
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huit heures, la réduction de Por est opérée. On dissocie le
muscle avec ménagement, et 'on cherche avee un faible gros-
sissement  les fibres qui présentent des terminaisons ner-
veuses. Isolant convenablement ces fibres, on les monle dans
la glyeérine en préparation persistante.

Les nerfs ont une teinte violet foncé. Les muscles doivent

\\\5
A\
Fig. 98.

Plaque motrice des muscles intercostanx du lézard gris imprégnee
au chlorure d'or.

Stiassnie, ocul. 2, objecl, &,

élre jaundtres, ou & peine teinlés de violet; lorsqu'ils sont
enticrement colords en violel, ce qui arrive quelquefois, les
terminaisons nerveuses ne tranchent pas sulfisamment sur le
fond de la fibre colorée comme elles, et il faut chercher pour
les étudier d'autres libres moins colordées,

Sur les préparations réussies on voit que la myéline est tros
fortement eolorée en violel, Les noyvaux des segments interan:
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nulaives se voient bien. A moment ot la fibre nervinse peéne-
tre dans le muscle, sous le sarcolémnie, elle perd sa myéline
et forme un bouquet dont les fibrilles sont plus ou moins
momliformes ou variqueuses, Cest [d un daspect que Pon
retrouve toujours sur les terminaisons nerveuses. [ arrive
meéme, cotme on le voit souvent dans les préparations faites
a aide de la méthode de Golgi, que la terminaison altime d’un
nerl semble se Fairé par des gouttelettes sépardes, mais il est
tout probable que les goutteletles en question ni sont que
lés dernieres varicosités de la fibre entre lesgielles mangue
la substance da nerl qui s'est rompue aie moment de lear for-
mation. Raxvier 4 monteé que Paspect vilbiqueuX varie avee
la méthode emplovée, ef qu'il est plus marqueé lorsque, au lieu
de jus de eitton, on a fait agiv avant le chlorure d'or de Facide
forthique.

Les novaiix de arborisation (erminale sont colorés en violet,
cenx qui sont semdés ding 1 substance granulense fonda -
mentale (novaux fondamentans) sont e plus souvent réseryés
en clair. |

bh. Terminaisons sensitives dans la cornee. — On traile une
cornce de lapin, dé rdab o dé grénotille par le jus de eitron,
pitis par le chloriré d'or pendant uhe demi-heure an moins,
on lave a 'ean distillée, ot on opere Ia réduction dua métal &
Pobseurité dais de 'edu additionnée d'un quart d'acide for-
Ctidgue. Ad boul de vingt-giidive a quavante-lidit etrees 1a réduoe-
tion est faite. Pour voir la disteibution des nerls dans 1'épais-
seur de 1o vornde on prépare des picces a plat; en enlevant
Pépithélinim antérieur par i raclage léger. O monte dans la
glycérine et on eéxathine les préparations i niottrent les
fibres nerveuses sans iyéline  formadait  des plexiis  dans
I'épaisseur de la couche lamelleuse de li corhiée. De ces plexus
partent les fibres lerminales qui se rendent dans Uépithélinm
antérieur. Pour les voir il faul, apres tratlement el réduetion
dans I'ean formigquée, durcir la cornée dans aleool & 900, el
en [aire des i.'HIII;I':-i minces que Fon montera ensuite dans la
glycérine.

c. Remarques géncérales sur la méthode de Uor, — Limprégna-
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tion par le chlorure d’or ne réussit pas toujours et I'on voit
nombre de préparations dans lesquelles elle manqgue tout a fait
on n'est que partielle. En multipliant les essais, on arrivera
cependant & obtenir des résultats semblables & ceux qui sont
énoncés ci-dessus.

Il faut bien se rappeler aussi que le chlorure d'or n’a pas
une action spécifique ne s'exercant que sur les éléments ner-
veux exclusivement. Beaucoup dautres éléments sont aussi
colorés par lui en beau violet, comme on I'a vu pour les
cellules connectives de la cornée (voy. p. 247). Le débu-
tant ne devra done pas conclure @ la nature nerveuse des par-
ties seulement d’apres la coloration quelles prennent apres
I'or, et, pour décider la question, il devra s’aider de la forme
et des connexions des ¢léments en question. Lorsquon étudie
un organe par la méthode de Por, il faut avant tout avoir bien
présente & Uesprit la notion de la structure de cet organe, telle
quelle résulte de l'emploi des diverses méthodes de technigue
(qui peuvent lai étre appliquées,

2° Méthode de Golgi. — On peul employer la méthode de
Golgi pour colorer les terminaisons nerveuses tant motrices
(que sensitives mais son application ne réussit pas toujours.

Nous donnons ici d'apres Fusart et Paxascr la méthode quiils
ont suivie pour 'é¢tude des terminaisons nerveuses dans la
muquense  linguale des mammiferes et dans les glandes
sereuses qui lul sont annexdées,

La muqueuse linguale de la souris, du chat nouveau-né, du
chevreau on du lapin était enlevée avee soin, de lacon i ne
laisser que quelques fibres musculaires attachées a sa profon-
deur. Quelques fragments étaient portés dans une abondante
quantité du mélange suivant :

Acide osmique & 1 p.100. . . . . . . 1 volume
Bichromate de potasse a 2 p. 100, . . 3 volumes

ou ils séjournaient un temps variable, de cing & neul jours
puis passés dans une solution de nitrate d’argent a 1 p. 10
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dans laquelle on les laissait plusieurs jours, jusqu’an moment
on 'on avait le loisiv de les couper soit i la main, soit au miero-
lome.

Suivant la durée de 'immersion dans le bain osmio-bichro-
mique on obtenait des résultats divers, ¢'est-d-dire que on
avait la réaction noire tantol sur certains éléments nerveux,
tantot sur certains autres, Parfois aussi on obtenait la colora-
tion des vaisseaux et des éléments élastiques du slroma des
papilles et du tissu connectil intermusculaire ; enfin, les pla-
ques motrices des muscles striés élaient, dans cerlains cas,
admirablement dessindes par la méthode.

3" Méthode au bleu de méthyléne (coloration vitale). —
Il existe un bleu de méthyléne qui a la propriété de colorer en
bleu les cellules et les terminaisons nerveuses (Engvicn ), a la
condition expresse d'étre mis en contact avee ces éléments lors-
qu'ils sont encore vivanis. Il doitdone élre employé en injections
intravasculaires faites sur un animal vivant ou que Fon vient
de sacrifier a l'instant méme, ou sur des fragments de tissus
enlevés immediatement apres la mort ou pendant 'anesthésie.
Arrivé surles éléments nerveux, le blen de méthylene est réduit
et devient incolore; mais, par exposition & lair, il récupére sa
coloration par absorption d'oxygene et donne aux éléments
quil imprégne une magnifique teinte bleue qui persiste pen-
dant quelque temps puis disparait si elle n'est pas fixée. Ces
notions étaient indispensables i connaitre pour comprendre
la technigque de ce mode de coloration. Il ne faul pas oublier
non plus que, comme l'argent dans la méthode de Golgi, le
bleu de méthyléne ne colore pas toutes les cellules nerveuses,
mais seulement quelques-unes d'entre elles dans un centre
nerveux donné,

Il y a deux manieres d'employer le blen de méthylene :

1¢ par application directe ; 2¢ par injection intra-vasculaire.

a. Procédé par application divecte. — 1 objet le plus facile i
¢ludier par ce procédé est la rétine. On prend Ueeil d'un ani-
mal que 'on vient de sacrifier, on le coupe suivant I'équateunr,
on enléve soigneusement le corps vitré sans léser la réline,
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puis on dépose dans la cupule formée par le fond de U'eeil quel-
ques gouttes d'une solution de bleu a1 p. 1000 dans Pean salée

Eau salée a 0,75 p. 100, . . . . . 1000 gramwmes
Blpu de miéthyléne 7.i. 0 LS 1 gramme

Au boul de vingt minutes environ on enléve la matiere colo-
rante, on lave le fond de Peil avec un peu d'eau salée &
0,75 p. 100, puis on le découpe en quatre secteurs par des inoei-
sions convergeant vers la papille optique. Faisant flotter ces
secteurs dans Peauw salée, on arrive en saidant d'instruments
mousses a en détacher la rétine que 'on recoit sur un porte-
objet, la face externe de la membrane (couche des cones et des
bitonnets) étant appliquée contre ce dernier. On attend que
Poxydation s'opere et que les cellules blenissent en laissant la
membrane exposée a Fair pendant trois quarts d’heure a deux
heures environ ; il faut absolument éviter de la recouvrir d'une
lamelle qui empécherait 'acees de Fair, mais on peut placer
aun-dessus de la préparation une cloche élevée sur des sup-
ports de maniére & laisser un libre courant d'air, et & empé-
cher la chute des poussiéres. Pour éviter la dessiccation de la
préparation, on 'humecte de temps & autre avec un peu d'ean
salée,

Lorsque la coloration est produile, ce dont on s’assure en
examinant la préparation & un faible grossissement, on peut
recouvrir celle-ci d'une lamelle et 'observer dans 1'eau salée,
mais pew & peu la coloration disparait.

On rend la préparation permanente en employant le procédé
suivant dt & Berne :

On porte la pitce colorée dans une solution ainsi consti-
fuée:

Molybdate dammoniagque . . . . . . 1 gramme
Eau distitlde. = -, . 0w Lk LU U ) g lepbes
Eau oxygénée . . . . ISR e I b
Acide Llllﬂih}dil{]u{, pm b o e santie

Le molybdate d'ammoniaque précipite le blew de méthyléne
en lui laissant sa couleur ; de plus, la présence dans le mélange
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de 'ean oxvgénée en fait un oxvdant énergique qui, pénétrant
dans les tissus, y opére l'oxydation du bleu gque Pair n'aurait
pas sufli & produire. Le mélange de Bethe est done un oxydant
lixateur et il suffit 'y plonger un organe ftraité par le blen
pour faire apparaitre et fixer ce dernier. Ce mélange doit étre
fraichement préparé et aussi froid que possible; pour cela on
peut refroidir le vase qui le renferme dans un mélange de glace
et de sel.

- Le séjour des pitees dans le liquide de Bethe varie, suivant
leur volume, entre deux et cing heures ; la rétine est générale-
ment lixée en deux heures, La fixation opérée. on lave longue-
ment & Peau distillée (une demi-heure a deux heures) pour
enlever exces de molybdate qui serait précipité par Falcool,
puis on déshydrate rapidement les morceanx dans de Faleool
absolu froid qui dissout tres peu du précipité. On remplace
Faleool par du xylol, puis on monte au baume. On peul
meéme colorer les pitees au carmin apres quon les a lavées &
I'eau, et avant de les déshydrater.

On pourrait de méme préparer de minces lambeaux de
muqueunse, des glandes étalées en surface et de faible épais-
seur, comme les bords du pancréas du lapin, ete.

b. Procédé par injection intra-vaseulaire du blew. — On
anesthésie un lapin, on place une canule dans I'aorte abdomi-
nale (Recarp), et on injecte dans le boul périphérique une
solution concentrée de blen dans I'ean salée (ecelle-ci dissout
environ 3 a 4 p. 100 de bleu).

La solution doit étre soigneusement filtrée.

On en pousse d'abord une petite quantité : 5 cenlimétres
cubes environ; puis on injecte de nouveau la méme quantité
au bout de cing minutes et 'on recommence ainsi trois ou
quatre fois de facon & injecter 25 4 30 cenlimélres en
tout. L'animal meurt généralement avant d'avoir recu cette
quantité de solution; mais s'il ne mourait pas, on le tuerait et
on se hilerait d'exposer & Lair les parties que 'on désive étu-
dier. S'il s'agit des yeux, on les enléve et on les ouvre par
une section équatoriale, on écarte le corps viteé, en laissant la
rétine adhérente au fond de P'wil parce que les capillaires de
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la choroide peuvent encore lui céder de la matiére colorante
(REGavp), on | humecte d’eau salée, puis on la détache comme
il a été dit plus haut.

De méme on ouvre la boite cranienne, le canal rachidien, et
on faitdans les centres nerveux qu ils renferment des incisions
profondes de maniere & mettre leur épaisseur en contact avec
["air. On enlévera de meéme tous les organes dont on voudra se
servir; mais il importe d’aller vite, les piecces mises a lair plus
de cing minutes apres la mort sont souvent perdues.

Apres Uinjection de bleu, on peut traiter les piéees minces
(rétine, membranes) comme il a été dit plus haut; s’ agit de
pitces épaisses, on peut, apres les avoir oxydées et tixées par le
réactil de Bethe, les inclure au collodion ou a la paraftine et
les mettre en coupes.

Casarn a proposé la modification suivante : Le cerveau ayant
ele exposeé a air pendant trois quarts d’heure a deux heures
aprés linjection et les incisions dont il a été parlé, est débité
en tranches minces que 'on plonge dans le réactif de Bethe
auquel on ajoute 5 p. 100 d'acide osmique, qui semble rendre
le précipité de bleu absolument insoluble dans lalcool. Apres
fixation et lavage al'eau on porte les pieces dans le liquide sui-
vant :

Formol du commerce. . . . . . . . 30 ¢. cubes
Ean distillée . . . Ly e s 1 —
Chlorure de platine a 1 p. 100 . . . 5 -

ot elles restent de deux a quatre heures. Le chlorure de pla-
tine rend le bleu de méthyléne insoluble dans l'alcool, et le
formol durcit suffisamment la pit:ce pour gqu’on puisse la couper
sans inclusion préalable de la maniere qui a été indigquée plus
haul (voy. Coupes aprés coloration de la substance chromalo-
phile).

On recoit les coupes dans I'alcool abselu additionné de
quelques gouttes de la solution agqueuse de chlorure de pla-
tine, puis on les passe rapidement dans I"alcool absolu pur, on
¢elaireit par 'essence d'origan et on monle au baume.

L'étude des préparations faites par la coloration vitale au
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bleu de méthyléne, demande les mémes connaissances histo-
logiques préalables que la méthode de Golgi, parce que toules
les parties colorées ne sont pas toujours de nalure nerveuse,
et il arrive souvent que des fibres connectives ou d'aulres élé-
ments sont colorés en bleu.

Tous les bleus de méthyvleéne ne conviennenl pas pour faire
celte coloration. Il faut demander chez Grithler le bleu de mé-
thyléne rectifié d’apres Erlich pour coloration vitale, ou bien
chez Merck & Darmstadt le blen de méthylene BX.,

8 4. — NEVROGLIE

La névroglie est une substance de soutien qui exisle dans
les centres nerveux de Paxe eérébro-spinal exclusivement. Elle
consiste en cellules émettant des tibres longues el nombreuses
qui forment en s’entre-croisant un fin treillis dans lequel pas-
sent les éléments nerveux. Les cellules de la névroglie pré-
sentent deux formes principales : la forme épithéliale, quielles
offrent au niveau des parois du canal épendymaire qu'elles
lapissent, et la forme étoilée & nombreux prolongements,
qu’elles revétent dans Uépaisseur des centres nerveux. On les
appelle dans ce dernier cas astroeyles,

On étudiera les cellules névrogliques dans des préparations
[aites par la méthode de Golgi, et dans des dissociations failes
spécialement dans ee bult.

1° Préparation des cellules névrogliques par la méthode
de Golgi. — On sait que les cellules névrogliques sont colorées
dans la méthode de Gorgr el particulicrement dans les picees
qui ont séjourné peu longtemps (de deux & trois jours) dans
le mélange osmio-bichromigque. On trouvera done ces cellules
dans toutes les pitces du systéme nerveux central, el on éu-
diera leur forme en se servant des dessins fournis par diffé-
rents auteurs. Celle dernitére se reconnait toujours a ce que la
cellule est peu volumineuse et présente une foule de prolonge-
ments tres fins,

Les cellules épendymaives qui forment une parvtie importante
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de la néveoglic montreront mieux leurs connexions sur les
jeunes animaux el sur les fwetus. On prend un embryvon de
poulet de trois & dix jours, on le traite pendant deux ou trois
Jours par le liquide de Cajal, puis par le nitrate d'argent : on
mclut dans la celloidine & cause de la fragilité des parties et
on fait les coupes. Les cellules épendymaives colorées en noir
forment une bordure compléte an canal épendymaire; elles
présentent sur leur sommet opposé & ce dernier un long pro-
longement dirvigé radialement, gqui traverse toute I'épaisseur
de la moelle et vient se terminer & la surface de celle-ci par
un petit épanouwissement en entonnoir ou pied. Les pieds
¢largis de ces cellules forment par leur réunion une sorte de
membrane limilante analogue & la linitante interne de la
rétine.

2" Dissociation des cellules névrogliques. — Raxvier a
indiqué le procédé suivant pour obtenir des cellules névro-
gliques convenablement isolées. Un fragment de moelle de
baeut est tixé dans du liquide de Miller. Au bout de guinze
Jours on y lait dans le cordon antéro-latéral une coupe grossiere
quon lave a l'eau el qu'on colore pendant vingt-gquatre heures
dans le picro-carmin. On lave de nouveau a 'eau et on monte
la coupe dans une goutte de glycérine. On la recouvre dune
lamelle qu'on souléve et qu'on laisse retomber plusieurs fois,
de maniére 4 dissocier la coupe par ces choes successifs. On
voit alors dans la préparation une série de cellules munies de
nombreux prolongements et qu'il est aisé de distinguer des
cellules nerveuses, Ce sont des cellules plates ou munies de
lames entées sur le corps cellulaire dans différentes direc-
tions et pourvaes d'un noyau uniformément coloré¢ en rouge,
tandis que le noyau des cellules nerveuses, plus volumi-
neux, est vésiculeux et clair. Les prolongements sont trés
minces et d'une épaisseur uniforme au niveaun de la cellule et
aussi loin qu'on peut les suivre, ce qui les distingue aisément
des dendrites. De plus ils ne naissent pas du corps cellulaire
par une base plus ou moins élargie, mais ils sont acecolés aux
bords de la eellule, comme I'a montré Raxvigr.
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Les cellules névrogliques de 'écorce eérébrale offrent cer-
taines particulavités. On les dissocie apres Vaction de Paleool
au tiers pendant vingt-quatve & guarante=huit heures et on les
colore au picro-carmin. Elles sont heaucoup moins nettes que
celles de la moelle et ont la fovme de petites masses globuleuses
d’ou partent dans tous les sens des prolongements courts, cassés
au voisinage de la cellule. Leur noyau, le protoplasma qui
Fentoure el les prolongements qui en parvtent sonl entoures
d'une substance granuleuse plus ou moins abondante suivant
les hasards de la dissociation, et qui renferme des débris de
diverses natures; fragments de prolongements nerveux ou pro-
toplasmiques, de tibres & myéline réunis par une substance
cimentante névroglique. Clest celte substance qui s'oppose a la
pénétration des injections interstitielles aussi bien dans la
substance grise que dans la substance blanche du cerveau
(Raxvier). Elle n'exisle pas dans la moelle épinicre on les élé-
ments de la substance grise, comme ceux de la substance
blanche, s'écartent les uns des autres pour donner place i l'in-
jection.

o

§ 9. — CoUPES D'ENSEMBLE DU SYSTEME NERVEUX

Nous avons déja indiqué le moven de faire des coupes du
systeme nerveux soil apres le formol, soit apres la méthode
de Golgi: mais ces coupes étaient plulot destinées a étudier les
détails histologiques de la structure que la topographie des
parties dans lesquelles elles élaient faites. Nous indiguerons
ici deux autres méthodes qui donuent a ce dernier point de
vue dexcellents résultats. Ce sont : 42 les coupes apres dureis-
sement dans les sels de chrome et colovation an picro-carmin ;
20 les coupes faites d'aprés la méthode de Weicert modifiée
par PaL.

1° Durcissement par le bichromate de potasse, colora-
tion au piero-carmin. — Cette méthode est particuliérement
recommandable pour la moelle. Voici d'aprés Raxvier les
détails gu'elle comporte. Des fragments de moelle sont sus-
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pendus dans une grande quantité de liquide de Miiller ou sim-
plement de bichromate de potasse & 2 p. 100 que 'on renou-
velle de temps & autre. Le durcissement se produit lentement
et dure des mois: si P'on est pressé, au boui de deux ou trois
semaines de séjour dans le bichromate, on porte les fragments
de moelle dans une solution & 2 p. 1000 d'acide chromique,
lequel active le durcissement sans produire alors la rétraction
des éléments qu'il aurait causée si la moelle y avait été plongée
directement. Quelques semaines suflisent pour avoir un dureis-
sement convenable. Du reste, on peut aussi activer ce dernier
lorsqu’on se sert du bichromate seul en mettant le flacon qui
renferme les fragments de moelle dans une éluve & 300 envi-
rofn.

On juge si le durcissement est suflisant pour permetire de
faire des coupes au microtome de Ranvier, par 'éprenve sui-
vante : On fait & main levée des coupes que 'on porte dans
leau. Si elles s’y plissent, le durcissement est insuftisant (la
substance blanche, plus difficile a pénétrer que la substance
arise, se gonfle en effet par 'eau lorsquielle n'a pas été sulli-
samment fixée par le bichromalte). En ce cas, on remel la piece
dans le réactif durcissant. Si an contraire les coupes restent
planes on peutl faire les préparations définitivement. On
coupe alors la moelle en fragments de 5 millimétres environ
de hautenr, qu'on lave a 'eau pendant vingt-qualtre ou quarante-
huit heures et quon porlte ensuite dans du piero-carminate
pendant vingl-quatre & quarante-huit heures de facon a les
colorer en masse.

Au bout de ce temps on les lave & lean, puis on les passe
dans de TI'alcool & 90°. Au bout de vingl-quatre heures, on
monte les fragments dans le microtome de Ranvier en les
calant convenablement dans de la moelle de surean et Fon fait
des coupes minees que on recoit dans Faleool, On les éclaireit
ensuite a l'essence de girofle et on les monte au baume., Ces
coupes sont différemment colorées suivant gu’elles provien-
nent du voisinage de la surface de section ou bien du centre
du fragment, la substance blanche étant toujours moins lacile-
ment pénétrable que la grise. Cette différence de coloration
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présente méme des avantages, en permettant d’avoir des con-
pes dans lesquelles certaines parties sont mieux colorées.

Dans ces préparations les cellules de la substance grise sont
colorées en rose, leurs novaux en rouge, les evlindraxes sont
éoalement teints en rouge, la myéline estincolore. Les cellules
sont fréquemment un peu rétractées et laissent autour d’elles
un espace clair; dans celles qui ne sont point rétractées, le
noyvan est vésiculeux, clair ef muni d'un beau nucléole, le pro-
toplasma est i peine teint, Les fibres de la névroglie fortement
colorées en rouge se voientl tres bien, elles forment une enve-
loppe réticulée compléete autour de la moelle, elles entourent
de méme les vaisseaux d'une sorte de manchon et se poursui-
vent & lravers toute Uépaisseur de la moelle. Il n’est pas rare
de voir une méme fibre entrer en rapport avee deux cellules
névrogliques (Raxvien).

Ce mode de préparation peut élre aussi employé pour les
coupes de cerveau ou de cervelet, mais les résultats sont moins
heaux. Les fibres de la névroglie sont heaucoup moins nettes
el les cellules nerveuses, beaucoup plus petites que celles de la
moelle, sont aussi moins bien conservées et plus difficilement
reconnaissables: beaucoup d'entre elles présentent bien la
forme pyramidale caractéristique, mais un grand nombre sont
remplacées par une grande vacuole dans laguelle est encore
contenu leur noyau. Dans les cellules qui ont conservé la
forme pyramidale, le noyau est toujours rétracté, revenu sur
lui-méme et parfois pen facile a distinguer du protoplasma qui
Pentoure,

2" Méthode de Weigert-Pal. — Celle méthode, qui colore
vivement les gaines de myéline en bleu-noir, est surtout
employée pour suivree la marche des fibres nerveuses et pour
distinguer celles qui ont subi la dégénérescence. Cest done
plutot une méthode anatomo-pathologique quhistologique ;
nous la citerons cependant en raison de son importance.

Le centre nerveux gue l'on veub étudier est durci par le
bichromate de potasse ou par la liquenr de Miller, le dureis-
sement étant hité par le séjour i I'étuve 4 30° environ. Les
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pitces sont ensunite incluses an collodion et débitées en coupes.
Le collodion a pour but de remdédier & la fragilité des coupes
qui risqueraient de se briser pendant Ié cours des nombreuses
manipulations qu'elles doivent subir, Les coupes sont recues
dans Palcool, on les passe eénsuite pendant quelques heures
(5 a4 6) dang la solution colorante suivante :

Eau distillée . b 3 4k vama AN o B bEA
HEMBEOXTIRS: .t o D odin-a & bt 1 gramme
Rienol abapid: = - % 5 aom ataets 10 ¢. cubes

Solution satwree a froid de earbonale
de lithine.

SR b T e o —_—

Omn dissoul d'abord Fhématoxyline dans 'ean chaude ; lorsqgue
cette solution est refroidie on y ajoute alcool, puis an moment
de s'en servir seulement, le carbonate dé lithine, Lorsque les
coupes sont bien colorées on les lave longuément dans une
golution & 1 p. 100 de carbonate de lithine, puis on les porte
dans un premier bain de différenciation composé d'une solu-
tion an quart de permanganate de potasse dans eaun distillée
(ean 100 ; permanganate de polasse, 0,25 ol on les laisse
vingt a trente secondes environ ; la substance grise se colore
el devient jaundtre. De la on porle les coupes dans un bain
de différenciation dont voici la formule :

Fau distillée.

R dh S L e aermtt LR LY
SRlte B POTEBRE + ol St e s I
AU DRRINHE. 1 N s T G e e 1

L'action de ce bain est tres énergique ef décolore entiérement
la substanece grise, aussi faul-il prendre garde de ne pas pousser
4 décoloration trop loin et de nie pas le laisser agir plis de
vingt secondes. C'est un temps Leés important de la méthode
el tjui demande beauncoup dattention.

Apres celte différenciation les coupes sonl lavées & grande
eau, puis colorées au picro-carminate pendant vingl-quatie
heures environ, lavées de nouveau a l'eau, déshydratées par
I'aleool 4 90 & 950 (mais pas & laleool absolu qui dissoudrail le
collodion), éclaireies par un mélange dé xylol et d'acide plié-
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nique (xylol 3 parties, acide phénique anhydre 1 parlie) ou
d'huile d'aniline et de xylol (huile d'aniline 2 parties, xylol
{ partie), puis par du xylol pur et montées au baume. Ce mode
déclaireissement est employé pour éviter 'essence de girolle

-

qui dissoul le collodion. On pourrail se¢ servir plus simplement
d'essence de bergamote, laguelle, il est vrai, rétracte un peu,

Dans ces préparations les cellules sont colorées en rose, les
caines de myc¢line en blen foneé. Les cellules sont générale-
ment un pew rétlraclées,

CHAPITRE IX

CELLULE ET DIVISION CELLULAIRE

Nous ferons enbrer ici quelques indications pour I'étude de
la ¢ellule en géndéral, et pour celle de la division cellulaire.

Une régle constante pour ce genre d'études est de prendre
autant que possible pour matériaux de recherches, des ani-
maux chez lesquels les grandeés dimensions des cellules en
facilitent considérablement 'examen. Cesont: en premiére ligne,
la calamandre terresie el ses larves: puis les tritons et il_’:lll‘ﬁ
larves: les batraciens en général, ele.

§ 1. — GELLULE EN GENERAL
1° Fixation. — Pour I'étude de la cellule il convient d’em-

ployer tout d’abord des fixateurs de premier ordre, tels que le
liquide de Flemming fort ou le sublimé, dont nous avons déja
parlé, auxquels on peul ajouter encore le liquide de Lindsay
et le formol picrique. g

a. Liquide de Lindsay. — Le liquide de Lindsay est ainsi
compose .
Bichromate de potasse & 2.5 p, 100 . 70 ¢, cubes
Acide osmique a2 p. 100. . . . . . . 40 —
Chlortiré de plating & 1 ¢, 100 . . . . 18  —

Acide acétique ou formique . . . . . 5

"
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Cette formule est donnée d’aprés Bouees Lee et Hexxecry.
On ajoute 'acide formique ou acétique au moment de s’en ser-
vir. Les pieces apres fixation sont lavées a l'eau, incluses dans
la paraffine et colorées par les couleurs d'aniline.

b. Formol picrigue. — On a proposé aussi comme un excel-
lent fixateur un mélange d'acide picrique et de formol. Ce
réactif rend les picces moins cassantes que le Flemming et que
le sublimé, de plus il a un grand pouvoir pénétrant. On peut
emplover la solution suivante (Bovix) :

Formol du commerce . . . . . . . . 10 ¢. enbes
Solution saturée d'acide picrique dans

Vean distillée, F ) S0y iV AL 5800 ==
Acide acétique glacial . . . . . . .. 2 —

Les picces restent dans la solution de cing a douze heures,
suivant leur épaisseur et leur pénétrabilité, Au boul de ce temps
on les porte dans alcool & 70° renouvelé fréquemment, jusqu’d
(écoloration compléte, Changer souvent le liquide pour ne
pas flaire durer trop longtemps la décoloration. On passe
ensuite les picees dans Paleool & 902, puis on les inclut a la
paraffine. Toules les colorations sont possibles.

GRYNFELTT a lrouvé que les pieces pigmentées (iris) fixées
par ce procédé, on méme simplement avece le formol, se dépig-
mentent plus aisément et d'une facon plus uniforme que celles
qui ont été traitées par le liquide de Flemming, ou par le
liquide de Miiller,

2° Coloration. — Comme moyen de coloration pour les
recherches eytologiques, on emploie beaucoup le procédé sui-
vant di a M. HEmENHAIN.

a. Hématoxryline aw fer de Heidenhain. — Les piéces fixées
par le liquide de Flemming, le sublimé ou dautres réactifs,
sont incluses dans la paralfine et débitées en coupes tres
minces, de 3 & 6 p environ. Il importe que leur épaisseur soit
tres régulitre, et pour cela on fait de longs rubans ininter-
rompus que l'on découpe ensuile en segments de dimensions
convenables, Les coupes sont collées sur la lame par le pro-
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cédé habituel; la paraffine une fois enlevée, et les coupes bien
hydratées, on les passe dans un mordant ainsi constitué :

Ranichatillae - 0 e L o o e, - 100
Sulfate double dammoniaque el de sesqui-
oxyde de fer (alun ferrique) . . . . . . . 2.5

ot on les laisse pendant six a huit heures environ, puis on les
lave i I'eau et onles porte dans une cuvette de porcelaine a rai-
nures contenant la solution colorante. Celle-ci se prépare de la
maniere suivante : On fait d’avance une solution ainsi com-
posée :

Hapsdiatillee. .o oo o oo el it oV BlGTiag
AltookEbesalu:: & o scaaEm e @ v L0 L—
Hematosvline .-, . . . « « « = = « «» 1 PTAMIE

puis au moment de s’en servir on Fallonge de son volume d’eau
distillée. C'est dans e bain ainsi dilué que sont placées leslames
supportant les coupes. La position verticale qu’elles présentent
dans la cuvette est utile en ce gu'elle évite le dépit a leur sur-
face de précipités qui se forment souvent dans cette solution.
On laisse les coupes pendant vingl-quatre i trente-six heures
dans le bain d’hématoxyline, puis on les lave & grande eau et
on différenciec la couleur en les plongeant dans la solution
d’alun ferrique qui a servi au mordancage. On suit la décolo-
ration au microscope sans recouvrir d'une lamelle et en se ser-
vant dun objectif & immersion dans ['eau. Il faut avoir bien
z0in, avant d’examiner la coupe, de la laver pour chasser 'alun
ferrique qui détériorerait objectif et de la couvrir d'eau.
Lorsque la décoloration est achevée on lave a 'eau courante
pendant quinze a vingt minutes, puis on déshydrate par les
alcools suceessifs, on éelaireit au xylol et on montle dans une
petite quantité de baume an xylol. 1l faut éviter d’employer
pour déclaireir, les essences de girofle, de bergamote, d'origan
ou de térébenthine et s'en tenir au xylol.

Cette méthode colore les noyaux en bleu foncé ou noir; les
filaments du fuseau et les plaques cellulaires sont également
colorés et les centrosomes sont teints en noir intense, Cest

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 23
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aénéralement pour la recherche de. ces derniers que cetle
méthode est employée, Le protoplasma est incolore ou grisitre.
Du reste la teinte varie suivanl I'intensité de la coloralion el le
degré de la différenciation. 4
b. Autres eolorants. — En dehors de 'hématoxyline au fer
on emploiera, suivant le fixateur choisi, exclusivement les cou-
- leurs d'aniline ou concurremment
avee ces dernicres 'hémaléine et
I'éosine, ou bien le carmin aluné el
I'éosine, L'élude des préparations
doit étre faile avec un objeclif a
Hmersion.

te

]

3° Exemples de quelques pre-
parations cytologiques. — Nous
donnerons ici quelques exemples de
préparations cytologiques; chacun
en trouvera d'autres dans sa propre
pratique.

a. Mésentére de la salamandre. —
Le mésenlere de la salamandre fixé
par la ligueur de Flemming et co-
loré an blen de méthyléne poly-
chrome exaclement comme il a été

Fig. 99.
Rein de la salamandre

(fixation au liguide de ; : :
Flemming, ecoloration dit page 239, peul servir d'objet
parlaméthodedeBenda).  q'¢tude pour nombre d'éléments.

te, tissu eonjonclif. — wr, (On y examinera avec fruit les cel-
novau des cellules rénales . T 3
Sliassnie, ocul. 2, object. 5. lules endothéliales, les fibres mus-

culaires lisses, les vaisseaux san-
cuins, les globules rouges du sang el les globules blancs tant
intra-vasculaires que extra-vasculaires. Des délails suflisanls
ont été donnés sur ces différents éléments pour qu'il n'y mt
rien i ajouler ici.

L. Cellules épithélinles du vein de la salamandre. — Le
rein fixé par la liqueur de Flemming el inclus & la paraffine
est coloré A la safranine et au vert lumiére : la striation longi-
tudinale des eellules se voil admirablement. On préparera de
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meéme avec succes les cellules cylindriques a plateau sirié de
I'intestin du méme animal, _

¢. Ecorce lymphoide du foie de la salamandre. — Le loie
de la salamandre comme celui daulres Balraciens présente
en dessous de son enveloppe péritoncéale une couche de glo-
bules blanes pressés les uns contre les aulres. Ces globules,
de grande taille, permettent de voir les spheres allractives
sous la forme de petits corps fortement colorés et souvent
entourés d'un aster de pelite taille. Les spherves atfractives sie-
gent surtout dans le protoplasma situé dans la partie concave
du noyau généralement courbé en arc ou en fer i cheval.

§ 2. — DIVISION CELLULAIRE

Comme il est difficile de trouver un exemple parfail pour la
démonstration de la karyokinese, on éludiera celte derniere
dans plusieurs cas, qui offrent F'avantage de montrer chacun
d'une maniere particulicrement netfe un des cotés de la ques-
tion. C'est ainsi que l'on verra (res aisément le filament
nucléaire et ses transformations dans les cellules épidermiques
des larves de triton, landis que les figures achiromatiques et
les centrosomes devront étre recherchés dans les divisions cel-
lulaires des spermatocytes. JFajoulerai, comme particuliére-
ment favorable a I'élude de la division cellulaire, le blasto-
derme de la seiche,

1° Cellules épidermiques de la queue des larves de
triton. — On choisit la queue de préférence d toule aulrve
partie du corps parce qu'elle ne renferme pas de cellules &
mucus qui, par leur présence, génent lobservalion des cellules
épidermiques. On fixe les larves enlicres par le liquide de
Kleinenberg: puis, apres les avoir parfailement décolorées par
I'alcool & 70°, on les mel dans leau el, se servant de pinces fines
et de petits ciseaux, on arrache de grands lambeaux d'épiderme
que 'on colore ensuile & I'hématéine et & 'éosine et que 'on
monte au baume. Onrvencontre dans ces préparations de larges
espaces dans lesquels les cellules épidermiques restent seules,
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En d"autres points il y a un peu de tissu muqueux, mais cela
ne géne en rien 'étude des figures de division que 'on trouve
i tous les stades désirables. |

On peul aussi fixer les larves par le liquide de Flemming,

Fig. 100.

haryokinése dans I'épithélinm de la queue dos larves de triton
(liquide de Kleinenberg, hématéine, ¢osine).

Stiassnie, ocul. 2, object. 8,

enlever des lambeaux d’épiderme et colorer au violet de gen-
tiane et & l'orange G ou au bleu polychrome.

2° Division cellulaire dans la spermatogeneése. — Un
fixe a l'aide du liquide de Flemming des fragments de testicule
du rat : par exemple du rat blane, animal facile & avoir dans
les laboratoires. On inclutl dans la paraftine et on fait des coupes
rés minces que 'on colore par la méthode de Flemming,
par le bleu polychrome, I'hématoxyline d'Heidenhain, ou mieux
encore par la safranine et le vert lumiére. On {rouve toujours
certains points des tubes séminiferes dans lesquels les gros
spermatoeyles sont en voie de division. On reconnail alors les
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Tuscaux dont les filaments sont colorés en vert., La sphere
attractive est assez volumineuse et également colorée en verl,

3> Etude de la segmentation des ceufs de seiche. —
Bien que 'exemple que voici ne soit pas fourni par un animal
vertébrd, il me parait avoir tant d’avantages pourl'étude de la
division cellulaire que je ne puis le passer sous silence. La
segmenlation de lI'eul de seiche s’effectue dans une lame
protoplasmique mince placée aun pole de D'eeuf, Les cellules
de segmentation sont trés grandes, plates el minces, de sorte
qu’il est aisé de les observer par transparence sans étre obligé
d’'y faire des coupes et que la position des figures de division
dans un plan perpendiculaire au ravon visuel de 'observaleur
rend ces ligures tres faciles & bien voir, Enfin, dernier détail
de grande importance. la division ne seffectue pas simultané-
ment dans toules les cellules a la fois, mais elle commence
toujours a un des pdles du champ blastodermique et marche
régulierement vers I'autre pole, de sorte que 'on peut trouver
dans un méme blastoderme toutes les phases de la division
cellulaire régulitrement échelonnées les unes apreés les
autres.

Voici comment on prépare les blastodermes. Les cufs
sont dépouillés de leur enveloppe noire; on porte dans un
mélange & parties égales de liquide de Kleinenberg et de
bichromate de potasse & 2, 5 p. 100, le globe de I'cuf parfai-
tement clair et transparent. Sous ce mélange on coupe I'eeuf
suivant I'équateur; le chorion se durcit rapidement. On le
saisit avec des pinces fines et on 'enléve de la moitié de I'euf
portant le blastoderme (hémisphére pointu), puis, se servanl
de la spatule de platine, on se hite de porter cet hémisphére
blastodermique dans la liqueur de Kleinenberg pure. Au
bout de deux heures, a l'aide de la pointe de la spatule de
platine, on détache le blastoderme du vitellus, ce qui est assez
facile, on le met dans l'alcool & 70° et on fait les lavages
nécessaires. On colore ensuite ces blastodermes soit 4 la
safranine, soil au carmin boracique, soit & I'hématoxyline de
" Kleinenberg.
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Cette dernitra solution se prépare ainsi : On faitune solution
concentrée d’hématoxyline dans I'aleool absolu. Cela donne un
liquide brun acajou foncé. D7aulre parl on prépare davance
une solution saturée a froid de chlorure de calcium et d’alun
dans 'alcool & 700, Lorsqu'on veut préparer le liquide colo-
rant, on filtre quelques centiméires cubes de celle derniere
solution anxquels on ajoute six ou huit fois lenr volume d'alcool

Fie. 101.
Blastoderme de seiche en segmentation.

a500 Cest ce liquide qui va former le fond du bain colorant,
qu'on achive de préparer en y ajoutant quelques gouttes de
la solution alcoolique d’hématoxyline, de maniére i avoir une
belle teinte bleu-violet peu foncé. Si la leinte ¢tail rouge,
il faudrait rejeter ce bain et en preparer un autre. Les blaslo-
dermes sont plongés dans celle couleur pendant quelques
heures, puis portés dans de I'aleool & 70° légérement acidulé
a Tacide chlorhydrigue (0,5 p- 1 00) qui fixe plus particuliere=
ment la couleur sur les éléments nucléaires. Dos quils
deviennent rouges il faut se hiter de les retiver de ce liquide
pour les laver longuement A4 Taleool & 700 pur. 11 imporle de
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bien surveiller ce ftemps de la coloration pour ne pas (rop
décolorer, puis de bien laver & I'alcool & 70° renouveld pour
enlever toule trace d'acide, sans quoi les préparations se déco-
loreraient a la longue. On déshydrate ensuite complétement,
on ¢elaircit a lessence de girofle et on monte dans la résine
dammar. Ce mode de coloration est extrémement précienx;
en effet, le bain colorant étant aleoolique, les piéees une fois
fixées n'ont pas d subir une hydratation et une déshydratation
suecessives, gui peuvent les altérer plus on moing. Les figures
de division sont trés nettes; les sphéres attractives sont forfe-
ment colorées en bleu, il est tres facile de suivre lenr dédon-
blement et leur marche autour dn jeune novau, puis de les
voir devenir les poles d'un nouvean fusean, comme je 1'ai
déerit 'un des premiers en 1888, '

Tai fait représenter ici le bord d'un blastoderme vers la fin
de la segmentation pour montrer la richesse et la diversité
des stades de karvokinese. Dans ce cas la segmentation est
trop avancée pour présenter la régularité dans sa marche
quelle offre & ses débuts, mais le nombre et la diversité des
ligures karyokinétiques répandues sur un faible espace rend
les préparations (riés instructives.

CHAPITRE X

SYSTEME VASCULAIRE

Le systtme vasculaire comprend deux grandes divisions
le systéme vasculaire sanguin et le systéme vasculaire lym-
phatique. Le premier forme un cercle complet partant du coenr
et y revenant. Le second est constilud par un systéme de tubes
aveugles, étendus dans tout I'organisme eb qui viennent se
Jeter dans le systéme veineux. Il a élé comparé a canse de
cela & une immense glande en tube ramifié, dont le canal
excréteur viendrait s'ouvrir dans la veine cave supérieure
(RANVIER).
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Nous examinerons : 1° le systéme vasculaire sanguin; 2° le
systeme lymphatique, ses ganglions, la rate et le thymus,

§ 1. — SYSTEME VASCULAIRE SANGUIN

Ce systéme comprend le ceeur et les vaisseaux arlériels,
capillaires el veineux. Les procédés employés pour I'étude du
ceeur ont été indiqués i propos du tissu musculaire, On indi-
quera seulement ici les méthodes propres a la préparation des
vaisseaux, autres que celle des injections qui a été exposde
antérieurement. Disons encore, une fois pour toutes, que I'on
ne saurait étudier un organe sans avoir injecté son systeme vas-
culaire. Les injeclions vasculaires permetient de connaitre a
distribution des vaisseaux. Les méthodes indiquées ci-dessous
font connaitre leur structure et les aspects qu'ils offrent apres
les divers réactifs. Cest une donnée trés importante pour
permetire d'analyser ensuite convenablement les organes dans
lesquels ils entrent pour une si grande part.

Nous ¢tudierons d'abord les capillaires, puis les artéres et
les veines,

1° Capillaires de I’épiploon, fixation a ’acide osmique.
~—On tue un lapin (unanimal maigre est nécessaire) on ouvre
le ventre avec précaution de facon & ne pas répandre de sang,
qui souillerait la masse intestinale et I'épiploon. On tire 1'épi-
ploon au dehors et 'on en tend quelques portions renfermant
des vaisseaux, sur les anneaux d’Ererxop. Il faut aveir bien
soin de ne couper 'épiploon que lorsque les anneaux sont en
place et le maintiennent tendu. On porte alors rapidement les
anneaux et la membrane qu’ils tendent dans une boite de
verre contenant quelques centimetres cubes d’acide osmique,
L.a membrane doil étre en contact avee ce dernier par ses deux
faces. Au bout de vingt minutes on retire le couple d’'anneaux
de I'acide osmique et, sans les séparer 'un de I'autre, on lave
complétement la membrane a l'eau distillée. Ceci fait, on porte
le tout dans de I'alcool & 90° qui rend la membrane entiére-
ment rigide. Au bout de quelques heures on peut séparer les
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anneaux l'un de lautre : épiploon abandonné & lui-méme reste
plan et tendu. On sépare ses deux feuillets et I'on a ainsi de
grandes lames minces dans lesquelles on voit aisémenl 4 un
faible grossissement les vaisseaux avec leurs boucles terminales

EOberlin &

Fig. 102,
Réseau capillaire termunal dans 1'épiploon de lapin adulte
tendu par Uacide osmique, coloration par I'hématéine et 1'éosine.

i, capillaire artériel. — », capillaire vemeux. — ¢, capillaire, — n, noyaux de
I'épiploon. Stiassnie, ocul, 2, objecl. 5,

lelles que les a décrites Raxvier. On choisit un point on se
trouvent ces derniéres, puis on hydrate la préparation, on la
colore & I'hématéine et & I'éosine alcoolique, el on la monte
dans la résine dammar,

A un faible grossissement on voit deux froncs principaux :
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I'un, plus étroit, ¢ui est le prolongement d'une artériole (capil-
laire artériel); Vautre plus large [(eapillaire veineux), entre
lesquels g'étendent de nombreux capillaires plus  élroits,
recourbés en anses. De telles figures sont trés propres &

donner une bonne idée de la-mameoere dont est constitué un

systeme capillaire, qui est ici
réduit & une grande simpli-
cité, et par suite tres facile
SUIVTe.

~ Le fond de la préparalion
est semé de noyaux violets qui
appartiennent soit au tissu
conjonctif formant Ia frame
de I'épiploon, soit a l'endo-
thélium qui revét ses deux
faces.

Sur de telles préparations il
est facile de voir la structure
des capillaires. Ce sont des
fubes & parei (rés  mince
dans I'épaisseur de laquelle se

Fig. 103,

Capillaire sanguin (portion du
résean précédent vu doun plus

volent des noyaux (noyaux
endothéliaux e, fig. 103). A la
surface externe dn (ube sont

btk grassissement). appligqués des noyaux appar-

g, globule rouge. — np, moyau du  tapant i des cellules conjone-
Fiﬁrllh:-!ll:lm. — e, noyau de I'endolh- ; G =
inm, Stiassnie, ocul, 2, objecl. 8, Lives qui forment un reveé-

tement au capillaive (périthé-
livin d’Eberth p. fig. 103). Dans l'inlérieur du capillaire se
voient les globules rouges colorés par I'éosine fantot de forme
‘normale, tantot hérissés d’épines par suite d'un commence-
ment de déformation.

2° Imprégnation des capillaires au nitrate d’argent. —
On anesthésie profondément une grenouille. On découvre son
ceeur en évitant de produire des hémorragies, on attire la
pointe du ceeur en dehors, et on la tranche dun coup de




SYSTEME VASCULAIRE

1{ I
ol

cisean. Le coeur continue 4 battre et le systéme vasculaire se
vide. On place alors une canule dans le ventricule en dirvigeant
son extrémité vers aorte dans laquelle il n'est pas difticile de
la faire pénétrer. On lie le troncon du eoeur sur la canule ef

on pousse une certaine quantité de ligquide
de Renaut. L'animal est ensuite plongé
en entier dans laleool & 900,

On pourrail de méme, apres avoir anes-
thésié un cobaye ou un lapin, lui ouvrir
une carvotide et, aprés 'hémorragie, placer
dans le bout central de ce vaisseau une
canule par laquelle on pousserait une
injection du liguide ci-dessus indiqué,
'animal entier ou certains de ses or-
ganes seraient ensuite placés dans 'alcool
i 900,

Au bout de vingl-quatre heures on
prend le mésentére des animaux ainsi
traités, ou bien l'enveloppe libreuse du
rein, ou toute aulre parlic minece. on la
monte dans la résine dammar et 'on
observe les vaisseaux qu'elle contient. On
voil ceux-ci admirablement nets se déla-
cher en brun plus ou moins foncé sur le
fond jaune pdle de la préparation. On
distingue & un fort grossissement les con-
tours des cellules endothéliales des capil-
laires imprégnés en noir par l'argent.
Pour que Mimprégnation soil bonne et la
ligure démonstralive, il iinporte que les
capillaires aient été distendus par l'injec-
lion et quils ne soient pas placés dans

Fig. 104.

Capillaire sanguin

de la capsule du
rein du lapin, in-
jecte parle liqui-
de picro-osmio-
argentique, im-
prégné par l'ar-
cent monté an

- baume.

Stiassmie, ocul, 2,
uh‘jﬂ‘l. 1

une membrane chilfonnée et revenue sur elle-méme. mais

bien tendue de la manicére naturelle,

3’ Artérioles et veinules. — Dans ces mémes préparations
on peut observer des artérioles et des veinules dans lesquelles
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on voil non sculement les traits noirs limitant les cellules
endothéliales, mais encore ceux qui existent entre les cellules
musculaires lisses de la paroi. Cest ainsi que I'on obtient des
figures semblables & celle ci-jointe et qui appartient au mesen-
tére de la grenouille. On voil les cellules endothéliales étroites
o et allongées en forme de fu-
R ~ seaux el, transversalement &
Vg, o : elles, les figures ¢galement fu-
siformes des fibres lisses. Dans
la préparation représentée iei,
quelgques  cellules  endothé-
liales ont été imprégnées posi-
tivement et forment des fu-
m  seaux rouge-brun dirigés dans

arrae =2

e . e le sens de artériole.
s S LLa distinction entre les arté-
: i TR rioles et les veinules préparées
£ "f‘-ll]\:l[ . de celte maniere est assez dé-
-ﬁ.m 2 licate. Voici quelques carac-
e Wi leres qui permettront de la
rwe faire. En général, les veinules
Fig. 105, sont plus larges que l'artére a

laquelle elles répondent et

Artériole du mésentére de la gre- oy X
leur endothélium est formé

nouille imprégnée par 'azo-

tate dargent.

gty contour des eellules museulaires,
— &, cellules endolhéliales ip, im-
prégnation positive d'une eellule endo-
théliale. Sliassnie, ocul. 2, object, 5.

de cellules plus courtes, moins
fusiformes et plus réguliére-
ment polvgonales, Cependant,
comme il faut bien se rappe-

ler que la forme d'une celluie
endothéliale varie beaucoup suivant I'état de tension de la
surface sur laquelle elle repose, on comprend que ce carac-
tére est assez difficile & apprécier toujours convenablement.
Dans les veinules, le revétement de fibres lisses est souvent
moins régulier que dans les artérioles, quelques fibres ne sont
pas transversales mais obliques,
Il ne faut pas colorer i 'hématéine ou au carmin les lames
minces contenant des vaisseaux et préparées comme il vient
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d’étre dit, parce que les nombreux noyaux du stroma ou de
I'endothélium de revétement, s'il y en a un, mis en ¢évidence
par la coloration, compliqueraient la préparation et en ren-
draient 'observation difficile. Il faut se contenter de colorer
les coupes minces faites dans des organes apres linjection
sus-indiquée. On rencontre alors dans cerlaines coupes des
artérioles dont la paroi musculaire est trés facile a étudier,
les fibres lisses ayant & la fois leurs contours marqués par
I'imprégnation et leurs noyaux colorés.

4° Coupes d’artéres et de veines. — Les arteres el les
veines de moyen calibre peuvent étre fixées al'aide de n'importe
quel fixateur. Le mieux est de les prendre sur un animal fres
frais, deles ouvrir par une section longitudinale, et de les tendre
a l'aide d'épingles sur un cadre de licge. Une fois la fixation
faite, on les inclura dans la celloidine ou dans la paraffine,
en se rappelant toutefois que les grosses artéres sont difliciles
a pénétrer par ce réactif, et on colorera les coupes comme on
le voudra, en tenant compte du fixateur choisi.

Le procédé classique pour la confection des coupes d’artéres
est beaucoup plus simple : nous le donnons en détail d'apres
Rasvier. Une artere ouverte et tendue sur un cadre de licge est
mise a sécher suspendue au-dessus d'une étuve ou a l'air libre.
Au bout de quelques heures la dessiccation est suffisante et
I'artére détachée de son cadre est devenue rigide. On l'insére
alors dans une fente pratiquée sur un bouchon de litge trés
lin et sans défauls, en la placant de la maniére convenable
pour que le rasoir en fasse des coupes bien orientées en long
ou en fravers. Le bouchon étant tenu de la main gauche on
pratique une premiere coupe il'aide d'un rasoir a trempe dure,
sec. Cetle premiere coupe a pour but de faire une surface de
section nette. Appuyvant alors le plat de la lame du raseir sur
I'une des moitiés du bouchon, on déprime un peu sa surface
et, glissant sur elle comme point d'appui, on fait une coupe de
I'artére aussi mince que possible. On fait de suite deux ou trois
coupes minces, puis on fait une nouvelle surface de section
apres laquelle on recommence des coupes et ainsi de suile,
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Les coupes recues surle rasoir sec sont portées sur une feuille
de papier. On choisit les meilleures et on les met dans I'eau
ot elles se gonflent el deviennent plus épaisses. On les colore
au picro-carminate el on les monte dans la glycérine formi-
quée a1 p. 100, Le tissu musculaire est rouge sang, le tissu
conneclil rose et les libres élastiques sont d'un jaune vif.

Dans les coupes d'organes on distinguera les arléres de
pelit calibre des veines de meéme dimension, aux caracleres
suivants : les artéres ont leurs tuniques musculaire et connec-
tive bien nettement distineles 'une de [Mautre et ne se confon-
dant pas: de plus elles possédent en général une épaisse lame
élastique interne, placée i la limile de la couche moyenne et de
la couche interne et qui, sur les coupes transversales, forme
des festons saillants & U'intérieur de la lumiére des vaisseaux.
Ces festons repoussent au-devant d'eux les noyaux de 'endothé-
lium et de la couche conjonctive mince qui forme 'endartére.
Dans les veines, la lame élastique interne est mince, souvent
discontinue, et la couche musculaire est formée de laisceaux
de fibres lisses quelquefois écartés les uns des aulres el enlre
lesquels peuvent se glisser des lames conjonclives assez épaisses.

5° Développement des vaisseaux sanguins. — Nous indi-
querons deux exemples pour I'étude de ce développement :

a. Développement des vaisscaur dans la quewe des larves de
batraciens. — Sur des queues de tritons ou de Létards, préparées
comme il est dit page 231, il est [facile de voir les pointes
d'aceroissement el de suivre d des dges successifs le dévelop-
pement des vaisseaux. Si l'on veut se débarrasser de I'épi-
thélium cutané qui géne un peu Fobservation, on fixera les
larves dans del'alcool au liers salé : alcool & 902, 1 volume ; eau
salée il p. 100, 2 volumes (Raxvie). Ce réaclil permet de balayer
Pépithélium et il conserve en méme temps lintégrité des
globules rouges, ce que ne fait pas Falcool au tiers ordinaire,
lequel dissout 'hémoglobine et fail méme disparaitre le stroma
des globules rouges (Raxvigr). On colore ensuite au picro-
carminate ou & I'hématéine et I'éosine et on monle & la glycé-
rine ou au baume.
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b. Développement des vaisseawr dans Uembryon de poulel. —
Ce développement peul se suivre tres aisément sur des blasto-
dermes de vingt-quatre & quarante-huit heures fixés par la
liqueur de Kleinenberg, colorés au carmin boracique el mon-
tés entiers dans la résine dammar (voy. p. 188 pour le mode
de préparation). Pour les détails de ce développement, consul-
tez : ViaLLerox. (Développement des aortes ches Fembryon de
poulet, Journal de I'Anat., 1892, L. XXVIIL.)

§ 2. — SYSTEME LYMPHATIQUE

Le systeme lymphatique est formé de vaisseaux de deux
ordres. Les uns, capillaives lymphatiques, ivréguliers, formés
d'une simple paroi endothéliale, ne présentent pas de valvules.
ils prennent leur origine dans le tissu conjonclif par des tubes en
cul-de-sac qui s‘anastomosent bienlot entre eux et forment
un vaste réseau se continuant dans les tubes de 'autre ordre,
lymphatiques vrais (Raxvier). Geux-ci sont munis de valvules,
leur paroi endothéliale se double d'une couche musculaire
el ils constituent les canaux isolables que 'on injecte au mer-
cure dans les recherches d'anatomie descriptive. Surle trajel
des lymphatiques sont placés des organes, ganglions lymphati-
ques, follicules clos, qui interrompent leur cours. On indiquera
la maniere d'étudier ces organes el, en méme temps, celle de
prépaver la rate el le thymus qui présenient tant d’analogies
avec eux.

1° Préparation des capillaires lymphatiques. — 1l y a
deux manitres principales de préparer ces vaisseaux : a. par
injection de nitrate dargent ; . par injecltion de bleu de Prusse.

a. Injection au nitrate d’argent. — On emploiera la solution
picro-osmio-argenlique de Renaut. Celle-ci étant placée dansune
seringue de Pravaz munie de son aiguille, on piquera le point
dans lequel onvoudrainjecterleslymphatiques— par exemple le
péricarde, le péritoine ouune capsule d'organe quelcongue — en
tenant la seringue trés obliquement de facon & ne pas pénélrer
dans la profondeur des parties mais & rester bien dans I'é pais-
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seur de la séreuse ou de la capsule. On pousse alors doucement
Iinjection, il se fait une boule d'wdéme de laquelle on voit
partir des trainées de liquide jaune qui filent en divers sens:
ce sont les lymphatiques qui s’injectent. Parfois la boule
d'edeme se tend sans qu’il en parte des fusées d'injection, on
recommence alors surun autre point et, aprés quelques essais
semblables, il est rare que I'on n'obtienne pas de capillaires
Iymphatiques injectés. On place 'organe ou la portion d’organe
injecté dans I'alcool a 90°, que 'on renouvelle souvent pour
enlever l'acide picrique, on enléve ensuite la membrane dans
laquelle on suppose I'injection faile, on la déshydrate comple-
tement par l'acool, on I'éclaireit & 'essence de girofle et on la
monte au bamme.

A un faible grossissement on distingue aisément le réseau
lymphatique qui est caractérisé par I'inégalité de calibre de
ses vaisseaux dont beaucoup sonl renflés en ampoule. A un
fort grossissement on voit que les cellules endothéliales ont
un contour i grandes sinuosilés,

Ce procédé permet de bien voir les vaisseaux lymphatiques
et de les reconnaitre & leurs caractéres principaux (grosseur,
inégalité du calibre, endothélium en feuille de chéne); il fau-
dra toujours avoir ces caracteres présents a lesprit pour éviter
des confusions, car il peut arriver dans des organes tres vascu-
laires que I'on injecte en méme temps par ce procédé une por-
tion du systéme sanguin. On la reconnaitra au calibre uniforme
on bien irrégulicrement croissant ou décroissant de ses vais-
seaux ef a lendothélium non festonné. Cependant ce dernier
caractere n'est pas absolu, car des capillaires sanguins revenus
sur enx-mémes peuvent avoir un endothélium plus ou moins
festonné et Fappréciation de la vraie nature de cet endothélium
est alors tres délicate,

Le procédé d'injection au nitrate d'argent, trés bon pour
donner une idée histologique des eapillaires lymphatiques, est
quelquefois insuffisant pour étudier ces vaisseaux sur de
orandes surfaces comme on doit le faire pour reconnaitre leur
Illiﬁ!m:éitinll dans un organe. On emploie alors les injections au
bleu de Prusse.
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b. Injections au bley de Prusse. — On utilise Ia masse au bleu
indiquée & propos des vaisseaux sanguins, on meéme simplement
la solution aqueuse du bleu, sans gélatine. On pique comme
nous l'avons dit & propos de l'injection a Fargent el on remplit
les lymphatiques par Uintermédiaire dune bhoule d'aedéme.
Lorsque l'injection est faite, on porte les picees dans le liquide
de Miller o elles se dureissent et ou le bleu se fonce un peu.
On y fait ensuite des coupes ou bien on enléve des lambeaux
minces que I'on éclaireit & 'essence de girofle et 'on monle
dans le baume.

On voit un résean blen présentant des renflements monili-
formes sur le trajel des vaisseaux el répondant absolument
par sa forme i celui que 'on obtient & laide du procédé indi-
qué plus haut, ,

’interprétation de ces préparations est assez délicate, car
peut se produire des ruptures et I'injection peut se répandre
dans des interstices que Uon déerira ensuite par erveur comme
des lymphatiques. Pour arriver & des résultals certains ,
il faut combiner les deux méthodes : celle au bleu de Prusse,
qui permet de mieux préparer 'ensemble du réseau, et celle
au nitrate, qui permet, en reconnaissant 'endothélium, de
s'assurer de la réalité de l'existence d'un lymphatique au
point en question, En effet, 'endothélium fait toujours défaut
au niveau des simples interstices qui, du reste, présenlent en
outre sur la coupe une forme triangulaire ou étoilée et jamais
ampullaire.

¢. Capillaires lymphatiques des batraciens. — Les capillaires
lymphatiques ont chez les batraciens une forme particulitre;
ils sont constitués par des tubes de calibre régulier, munis de
petites pointes latérales,

On les observe aisément dans la queue des tétards. Une
queune de tétard étant fixée par du liquide de Flemming faible
de la formule suivante :

Acide osmique 41 p. 100. . . . . . . 10 c. cubes
-— chromique &1 p. 100. . . ., . . 10 —
— pcglique A 1p. 100 . . , . . . 10 —
Eappdistillés. ¢ . o o v 0 o s v pvp 10 —

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE, 2%
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puis lavée soigneusement a I'eau, on enléve I'épiderme surune
de ses faces, on colore a I'hématéine (la coloration est assez
longue & se produire) et a I'éosine, puis on monte dans le
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Fig. 106.
Capillaire lymphatique de la queue du tétard (liquide de Flemming,
hématéine, éosine).

cs, capillaire sanguin. — el, capillaire lymphatique. — em, cellule du tissu muqueux,
Stiassnie, ocul. 2, object. 6.

baume. On voit les lymphatiques sous la forme avec laquelle
ils ont été représentés dans la figure 106.

2° Préparation des lymphatiques valvulés. — Il est bon
d’avoir des préparations histologiques montrant les lympha-
tiques valvulés, mais ces préparations sont assez difficiles &
faire parce que ces vaisseaux sont souvent plongés au sein de
la graisse dont il n'est pas aisé de les distinguer.

Un bon procédé consiste a employer le mésentére de jeunes
animaux maigres ou de feetus déja assez développés, et chez
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lesquels la graisse est encore peu abondante. On prend un
feetus de cobaye d’assez grande taille mais chez lequel les poils
n'ont pas encore apparu. On ouvre avec précaution la
cavité abdominale et on tend le mésentére avec des épingles
piquées dans I'intestin, puison porte le tout dans le liquide de
Miuller osmiqué. Au bout de deux ou trois jours on détache le
mésentere de la colonne vertébrale et on le découpe au ras de
'insertion de l'intestin. On garde de cette faconla plus grande

Fig. 107.

Lymphatique valvulé du mésentére de faetus du cobaye (prépara-
tion indiquée page 371).

[, lymphatique, Stiassnie, ocul. 1, object. 3.

partie du cercle anastomotique formé par les branches des
artéres meésentériques. On lave 4 l'eau, on colore 4 I'héma-
téine et 4 1'éosine et on monte dans la résine dammar. En
dedans du cercle vasculaire on voit des Iymphatiques valvulés
tres nets, dont la disposition des valvules au confluent de
plusieurs troncs est parfois trés remarquable,

On réussirait de méme la préparation avec n'importe quel
feetus dont les vaisseanx mésaraiques ne seraient pas accom-
pagnés de trop de graisse.

3° Coupes. — Pour faire des coupes du canal thoracique Rax-
vier conseille de découvrir ce canal chez le chien, de le dissé-
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quer soigneusement en liant ses deux extrémités pour que la
1lrrnp_]1e quil renferme, le maintenant distendu, facilite 'opéra-
tion, puis de l'enlever et enfin de l'insuffler en mettant une
canule dans son extrémité postérienre, et en ouvrant 'extré-
.mité antérieure. Lorsque l'air I'a gonflé, on ferme avec une
ligature son extrémité antérieure, puis l'extrémité postérieure,
et on le suspend pour le faire dessécher. On y pratique des
coupes comme pour les veines, on les colore au picro-carmi-
nate et on les monte dans la glycérine formigquée.

4° Ganglions lymphatiques. — Pour le mode de prépara-
tion des ganglions lymphatiques voir ce qui a été dit pour

Fig. 108.
Ganglion lymphatique traité par Uinjection interslitielle de liguide
de Renant, tissu réticulé, (Photographie.)

le tissu réticulé page 24, On fixera en oulre quelques gan-
glions ala liqgueur de Flemming el, aprés les avoir débités en
coupes trés minces (inclusion & la paraffine), on les colorera
par la safranine el le vert lumitre pour chercher les figures
de division aun sein des follicules.

5° Rate. — La rale est trés voisine par cerlains puints de
sa strueture des ganglions lymphatiques, Elle comprend,
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comme ces derniers, des follicules arrondis appendus aux
branches artérielles (corpuscules de Malpiyhi) et des cordons
pulpaires formés par du tissu réliculé renfermant de nom-
breuses cellules Iymphatiques, qui s'éfendent entre les cloi-
sons connectives de la rate d'une part et les corpuscules de
Malpighi. Entre ces cordons pulpaires circulent de larges
capillaires veineux.

Le meilleur moyen pour bien metire en évidence cetle struc-
ture et pour dégager nettement les cordons pulpaires consisle
4 pousser dans le tissu splénique une injection du liquide de
Renaut qui, circulant dans les capillaires veineux, les débar-
rasse de leur contenu el isole les cordons pulpaires en méme
temps qu'il fixe leurs éléuients. On traite ensuite par 'alcool
a 90° on fait les coupes aprésla gomme et I'alcool ou bien
apreés inclusion & la paraffine, gn colore a I'hématéine et a
I'éosine et on monte dans la résine dammar.

On peut essayer dimprégner les nerfs de la rate par la
méthode de Golgi. On laisse les morceaux pendant trois jours
dans le liquide osmio-bichromique, et autant dans le nilrate
d’argent,

6° Thymus. — On lixe par la liqueur de Miller ou bien par
le liquide de Flemming, puis on fait des coupes minces que I'on
colore par un liquide approprié au fixateur employé. Les cor-
puscules de Hassal se reconnaissent i leur aspect arrondi et &
ce quils sont constitués par des cellules disposées concentri-
(quement les unes aulour des autres,

CHAPITRE XI
ORGANES DE LA DIGESTION ET DE LA RESPIRATION
Apres les longs détails donnés & propos des lissus, il sulfira

d'indiquer dans ce chapitre et dans les suivants quelques
points particuliers pour I'étude des principaux organes, aux-
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quels du reste s'appliquent les méthodes générales exposces
dans la deuxieme partie.

On a réuni dans un méme chapitre les organes de la diges-
tion et ceux de la respiration qui présentent d'ailleurs chez
I'embryon des connexions trés intimes.

ARTICLE PREMIER

ORGANES DE LA DIGESTION

Le principal intérét histologique de ces organes réside dans
I'étude de leurs glandes, car les aufres parties qui entrent
dans leur constitution, muscles et nerfs, par exemple, n’offrent
pas de défails histologiques particuliers et leur étude ne com-
porte pas d’autres méthodes que celles déja signalées i propos
des tissus musculaire et nerveux.

Iy alien d'indiquer tout d’abord certaines données génd-
rales; on signalera ensuite ce qui est propre a chaque m;gane
en particulier.

S 1. — REMARQUES GENERALES

Nous comprendrons sous ce tilre ce qui se rapporte a I'état
d'activité on de repos des cellules glandulaires, faits qui
dominent I'étude de tout appareil digestif; puis les injections
iftra-vasculaires, enfin la méthode de Golgi,

1° Etat de repos et d’épuisement des cellules. — II
importe de se rappeler que les cellules glandulaires ne preé-
sentent pas la méme structure suivant qu'elles sont au repos
ou qu’elles viennent de fonctionner activement. On regarde
comme au repos les cellules d'une glande qui n’a pas agi
depuis un certain temps; d'une glande salivaire, par exemple,
dans l'intervalle de deux digestions, et mieux apres un jetne
un peu long. Dans ce cas les cellules sont volumineuses et
gonflées des produits de séerétion qu'elles fournissent ou de
substances préparatoires de ces derniers (proferments). Au
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contraire, aprds leur fonctionnement, les cellules ayant
expulsé leurs produits de séerétion, sont plus petites, revenues
sur elles-mémes et plus granuleuses.

I y a lieu de bien tenir compte de I'état des cellules et
de sacrifier les animaux a des moments déterminés avant
ou apres leurs repas aflin d’avoir des cellules au repos
ou des cellules épuisées. Le chien se préte treés bien a ces
expériences. On fait jetiner un chien pendant deux jours au
moins (en lui donnant de l'eau pour boire), toutes ses
glandes digestives sont an repos. On lui donne alors unrepas
copieux. Si I'on veut étudier I'estomac on tuera I'animal
quatre heures apres le repas, si ¢'est le pancréas, on attendra
au moins cing ou six heures. Pour les glandes salivaires, le
mieux est, sans se préoccuper des repas, d'exciter leurs nerfs
a l'aide dan courant électrique de facon a leur faire pro-
duire une grande quantité de salive. Aprés une excitation
d'une certaine durée, ces glandes peuvent étre considérées
comme ¢puisées et leurs cellules donneront des figures carac-
téristiques de cet état,

On peut aussi agir sur les glandes par 'intermédiaire de
certaines substances, telles que la pilocarpine, qui produisent
leur fonctionnement et, apres une injection sous-cutanée de
pilocarpine en quantité convenable (ce qui dépend de 'animal
et de son poids), on obtiendra des cellules glandulaires dans
le méme étal quaprés un repas abondant. Chez un lapin on
injectera un centimétre cube d'une solution de chlorhydrate
de pilocarpine a 5 p. 100. En sens inverse, une injection
d’atropine arréterait le fonctionnement des glandes; mais
cette derniére action est inutile, il suffit de prendre des ani-
maux en repos digestif.

2° Injections intra-vasculaires. — Il est indispensable
d'injecter les vaisseaux sanguins des organes que l'on veut
¢tudier. Pour cela on emploiera les injections totales chez les
animaux de petite taille tels que le rat, le cobaye ou le lapin.
Pour des animaux plus grands il est mieux d’injecter spé-
cialement I'organe qu'on a en vue par son arlére propre ou



376 TECHNIQUE APPLIQUEE

par le trone artériel important le plus voisin, toul en le laissant
en place.

Pour le foie on I'injecle soit par la veine porte, soil par la
veine cave inférieure.

Pour étudierles pitces injectées, apres qu'elles ont été durcies
soit par I'alcool, soit par la liqueur de Miiller, on y pratique
des coupes pas trés minces afin de pouvoir suivre dans leur
¢paisseur les inflexions des vaisseaux. On les déshydrale ef
on les monte dans une résine. Les vaisseaux seuls, remplis par
Finjection colorée, sont bien apparents. Les autres éléments de
Forgane, incolores ou & peine teinlés en jaune aprés laliqueur
de Miiller, sont peu visibles. La distribution des vaisseaux
est trés facile & suivee lorsque linjection est bien réussie. On
peut compléter les notions que donnent ces préparalions en
colorant quelques coupes tris minces par 'hématéine et 'éo-
sine, on saisit alors aisément les rapports des vaisseaux avec
le tissu propre de l'organe.

Ces dernitres coupes ne renfermant que des troncons de
vialsseaux tres courts a cause de leur faible épaisseur, ne peu-
vent pas servir & étudier la répartition des vaisseaux el le
mode caractéristique de leur distribution.

3> Méthode de Golgi. — La méthode de Golgi appliquée
aux glandes digestives donne des résultats trés variables et trés
incomplets, mais néanmoins fort précieux. On traite de petils
morceaux de glandes salivaires, de foie, ele,; tantol les nerfs
sont colorés et on peul les suivre dans leurs terminaisons ;
tanlot ce sont les fins canaux excréteurs intercellulaires tels
que les canaux biliaires intra-lobulaires qui sont imprégnés
el marqués en noir.

Comme il est tres dillicile d'injecter ces canaux par un
liquide (bleu de Prusse, etc.) poussé par le canal excréteur
principal, on a grand avantage & essayer de les déceler par la
méthode de Golgi. Les résultats ne sont pas toujours satisfai-
sants du premier coup, mais on arrive toujours a réussir quel-
ques préparations. A cause de Uirrégularité des résullats, I'in-
terprétation de ces dernitres demande beaucoup de prudence
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el exige des connaissances histologiques préalables tres

sérienses,

§ 2. — GLANDES SALIVAIRES

On les éludiera & laide de coupes minces failes apres lixa-
tion et coloration. Parmi les différentes méthodes on choisira
d'abord les suivantes :

1° Fixation par les vapeurs osmiques. — Un coupe une
tranche mince (un demi-centimétre d'épaisseur environ) dans
une glande salivaire fraiche, et on lasuspend dans les vapeurs
osmiques. Au bout de sept & huit heures on la lave al'eau, puis
on achéve le durcissement dans I'aleool a 90°, Sans autre dur-
cissement on fait des coupes aussi minces (ue possible & laide
du microtome. On les recoit dans l'aleool, puis on les hydrate
el on les colore & I'hématéine el a 1'éosine, on les déshydrate
par T'alcool, on les éclaircit & 'essence de girofle et on les
monle au baume. Les vapeurs d'acide osmique pénétrent mal
le tissu de la glande et la lixation est lres iuéf.;julu au centre et
a la périphérie dumorceau.

On peut, aprés Fhématéine, colorer a 1'éosine en solution
aqueuse el monter dans de la glyeérine légiérement éosinée.
Quelques fins détails de structure (réticulum des cellules muei-
pares, stries des cellules des conduils excréteurs) se voient
mieux n'étant pas dans un milieu aussi réfringent que le baume.

2" Autres modes de fixation. — Le sublimé donne aussi de
bons résultats, il pénetre mieux que les vapeurs osmiques.,
On aura soin d'enlever l'excés du sublimé par des lavages
dans 'alcool iodé.

Le liquide de Miller employé apreés les vapeurs osmigues

permel aussi d’avoir des pi¢ces bien lixées.

3’ Préparation des cellules en paniers de Boll. — Pour
metlre en évidence les cellules ramifiées qui existent sur la
paroi des alvéoles glandulaires, Rexavr conseille de traiter par
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le pincean des coupes minces de glandes faites aprés fixation par
I'acide osmique. Aprés balayage au pinceau, on dissocie un peu
la préparation avee des aiguilles, On colore & 'hématéine et a
I'éosine et on monte dans le baume. On trouve toujours quel-
ques points dans lesquels toutes les cellules glandulaires ayant
été enleviées par le pinceau, la paroi des acini montre les cel-
lules ramili¢es étalées a sa face interne. Daprés Rexavr, cette
préparation est surtout facile & exécuter sur une glande qui
n‘appartient pas au systéme digestif : sur la glande lacrymale.

L]

§ 3. — ESTOMAC ET INTESTIN

Pour préparer I'estomac il faut sans attendre, I'enlever sur
un animal que 'on vient de sacrilier, parce que, aprés la mort
des cellules, il se produil une aunto-digestion par les sues diges-
Lifs.

1° Etude topographique des tuniques en place. — On
préléve un fragment de la paroi stomacale dans un point déter-
miné; on le lave légérement avee la solution physiologique de
sel; on le tend modérément avec des épingles sur un cadre de
litge en le disposant de facon & pouvoeir ensuite orienter les
coupes convenablement, soit suivant le grand axe de I'organe,
soil transversalement. Pour cela on se sert dun cadre rec-
tangulaire dont la longueur répond a l'axe longitudinal de
I'estomae. 11 fant tendre modérément, car par une tension
forte on ¢erase les culs-de-sac glandulaires. On plonge le
lout dans du ligquide de Miller fréquemment renouvelé pen-
dant les deux premiers jours, moins souvent dans la suile.
Il faut immerger enticrement le cadre de litge qui tend &
surnager.

Au bout d'une quinzaine de jours, le fragment est lavé &
I'eau, puis passé dans la gomme et dans l'alcool, enfin coupé
au microtome. Les coupes, apres dégommage, sont colorées
I'hématéine, a I'éosine et montées au baume.

Ces coupes donnent une bonne idée des rapports des parlies.
Elle ne sont pas suffisamment minces dans toute leur étendue
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pour permettre un examen a de trés forls grossissements,
mais elles sont parfaites pour I'élude topographique. Dautre
part il n'est pas indiqué de chercher & avoir des coupes plus
minces par une inclusion dans la parafline, car I'estomac, fixé
comme on vient de le dire, supporte mal ce mode d'in-
clusion qui disloque un peu les couches et surtoul la sous-
mugqueuse,

On procéderait exactement de méme avec un fragment d'im-
testin. Lorsqu’on a affaire & un intestin peu volumineux ,
comme celui du lapin, on peut, apres en avoir retranché une
certaine longueur dont on balaye le contenu par la solution
d'eau salée, poser une ligature & une de ses extrémités, le
remplir de liquide de Miiller sous pression, a l'aide d'une
seringue, mettre une seconde ligature & lextrémité encore
ouverte el porter le tout dans de la liqueur de Miller ou
s‘acheve la fixation. Celle-ci est généralement tres bonne et
permel de faire des coupes trés instructives.

2° Fixation de la muqueuse gastrique ou intestinale
seule. — Pour avoir une bonne fixation des glandes, il est
préférable d'isoler la muqueuse des autres tunigques, ce qu'on
peut arriver a faire a l'aide de pinces el de ciseaux. Faisant
un pli comprenant la muqueuse seule, on le coupe, puis glis-
sant les ciseaux dans la sous-muqueuse on détache la tunigue
interne en la découpant en laniéres étroites, de un centimeltre
de largeur environ, On élend ces lanicres sur des cadres de
licge ot on les maintient a laide d’épingles el on fixe par
le liquide de Flemming ou bien par le sublimé, Dans ce der-
nier cas il faut éviter de se servir d'épingles mdétalliques
qui provoqueraient un précipité, et employer des piquants
de hérisson ou des bouts d’allumetles taillés en pointes
algués,

Apres fixation les piéees seront incluses dans la parafline
avec beaucoup de soin et en réduisant au minimum la durée
du bain de parafline fondue (un.quart d’heure suflit en
aénéral). Aprésfixation parle sublimé on colorera d I'hématéine
et a I'éosine, Apres le liquide de Flemming on colorera soil



380 TECHNIQUE APPLIQUEE

au violet de gentiane et a T'orange, soit a 'aide de la méthode
de Benda ou au bleu polychrome.

§ 4. — PANCREAS

Le pancréas doit étre enlevé immédiatement apres la mort
parce qu'il subit trés vite des phénomenes d’auto-digestion. On
en fixera de petits fragments soit par le liquide de Flemming,
soit par le sublimé, soit par la liqueur de Kleinenberg. Prendre
les précadtions indiquées plus haut pour avoir un pancréas
all repos ou épuise.

Il est avantageux, pour les démonstrations aux éléves, de
choisir le pancréas de la salamandre dont les éléments trés
volumineux se prétent aisément 4 I'examen de détails (rés
délicats a laide des seuls objeclifs & sec. Le pancréas fixé par
la liqueur de Kleinenberg, puis déshydraté, est inclus dans la
parafline ; un séjour trés court (un quart d’heure) dans le bain
de parafline fondue est suflisant. Les coupes sont ensuite colo-
rées par 'hématéine et I'éosine puis montées au baume : les
grains de zymogiéne sont colorés en rouge, le noyau et le
nebenkern en violet. Le nucléoleé présente une enveloppe
colorée en violet el une masse cenlrale rouge.

§ o. — FoIe

On soumeltra le foie aussi frais que possible aux différentes
méthodes générales déji indiquées, telles que Uinjection intra-
vasculaire par la gélatine colorée et la méthode de Golgi pour
la recherche des nerfs et des canalicules biliaires. 11 importe
de faire des coupes orientées dans deux sens : les unes paral-
Itles, les autres perpendiculaires & la surface de I'organe. De
celte facon les coupes sont pour la plupart perpendiculaires ou
paralléles & la veine centrale dans chague lobule ef sont plus
faciles & interpréter. Ces remarques faites, voici quelques indi-
calions particulieres.

1> Recherche du glycogéne dans les cellules hépa-
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tiques. — Pour montrer sous guelle forme le glycogine existe
dans les cellules hépatiques, Raxvies emploie le procédé sui-
vant : Un chien est nourri pendant plusieurs jours avee des
pommes de terre houillies, puis on le tue, on prend des frag-
ments de son foie encore chawd, on les dureit rapidement par
la congélation (voy. p. 143) et 'on y fait des coupes aussi
mineces que possible. Ces coupes sont portées dans du sérum
faiblement iodé, recouvertes d'une lamelle et examinées de
suite. On voit les cellules uniformément teintes en hrun aca-
jou, ce qui indique que la substance glycogeéne est uniformé-
ment répandue dans toute leur élendue. Si 'on poursuit I'ob-
servation on voit des gouttelettes de glycogene apparailre a la
surface des cellules 4 la mani¢re des boules sarcodiques et
diffuser dans le liquide ambiant, preuve que le glycogéne est
a I'élat liquide ou demi-liquide dans la cellule hépatique et
Fabandonne apres la mort, '

2" Injection des voies biliaires. — On pent injecler les
voies biliaires par le canal cholédodue.

On emploie comme masse & injection une solution saturée
de bleu de Prusse dans de Uean distillée.

L'animal doit étre tné an moment méme ou 'on veut faire
I'injection, car celle-ci, toujours diflicile & réussir, est impos-
sible sur un cadavre refroidi. On place une canule dans le
canal cholédoque et on pousse l'injection avec heauncoup de
lenteur et sous une tris faible pression, Aussi recommande-
t-on d’employer pour pounsser le liquide les appareils, & pres-
sion-continue. Un modéle tres simple de ces appareils indigué
par Raxvier et figurd ici, consiste en deux houles munies cha-
cune de deux tubulures : une inférienre, 'autre supérieure
et que Fon peut placer & différentes hauteurs sur un supporl
aradué, Ces deux ballons sont reliés entre eux par un tube de
caoutchoue ajusté sur leur tubulure inférieure. La tubulure
supérieure de I'un d'eux porle un tnbe de caoutchoue qui
vienl s‘ouvrir & la partie supérieure du flacon renfermant la
masse a injection. Celle-ci sort parun tube de verve plongeant
jusqu’au fond du flacon et relié lui-méme a la canule par un
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tube en caoutchouc sur lequel est fixée une pince de Mohr.
Lorsqu'on veut se servir de 'appareil, on enléve d’abordle tube
qui réunit le deunxieme ballon au flacon contenant la masse.
On met ensuite les deux ballons & peu pres i la méme hau-
teur et on y verse du mercure qui se met au meéme niveau
dans les deux ballons. On note sur le support gradué le niveau
du mercure. On ajuste
alors le tube de caout-
choue sur la tubulure su-
périeure du second bal-
lon; on ferme la pince
placée sur le trajet de la
masse a injection, et on
¢leve le premier ballon de
telle facon que le niveau
du mercure qui y est con-
_ : tenu soit situé a une hau-
| «mmi __:-*f--': leur donnée au-dessus

du niveau primitif. Cette
hauteur donne la pression
exercée par le mercure
sur l'air contenu dans
I'appareil. Cette pression se transmet régulicrement a la
masse 4 injection qui sort par la canule dés quon ouvre la
pince. On ne doit guére dépasser une pression de 30 a 40 mil-
limétres de mercure sous peine de ruptures possibles. L'injec-
tion n'est jamais entierement réussie dans toute 'étendue du
foie, mais on trouve cid et la des lobules ou des portions de
lobules dans lesquel elle est suflisante.

Fig. 109.
Appareil i injection de Ranvier.

3° Fixation du foie. — On peut fixer le foie par tous les
fixateurs indiqués au chapitre Fivation. L'alcool, le sublimé,
la ligueur de Miiller donnent de bons résultats. Apres le
sublimé il faut enlever soigneusement par l'alcool iodé 'exces
du fixateur qui, sans cela, forme des précipités fins et granu-
leux qui gatent la préparation.

On durcit les piéces par la gomme et 'alcool et I'on fait des
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coupes aussi minces que possible que I'on colore a 'hématéine
et a 1'éosine et que I'on monte au baume. Pour les inclusions
a la parafline il faul prendre de grandes précaulions, car un
séjour trop long dansle bain de paraffine fondue nuit beaucoup
4 la bonne conservation des pieces. Il sera bon de n’employer
pour ces inclusions que des malériaux trés bien fixés par la
liqueur de Flemming ou par le sublimé.

Chez I'homme, le lapin, le rat, etc., les limites des lobules
sont peu marquées, et il est parfois diflicile de retrouver sur les
coupes la structure et la forme classiques de ces lobules. On
cherchera comme types ceux d'entre eux dans lesquels les
cellules hépatiques sont régulicrement disposées en rayons
autour de la veine centrale béante, et, en se guidant sur eux,
on arrivera a distinguer les vaisseaux portes qui sont a la péri-
phérie. Les canaux biliaires extra-lobulaires se reconnaissent
 leur épithélium cubique ou eylindrique.

Chez le pore, les lobules sont entourés individuellement
d'une lame de tissu connectif qui les isole les uns des autres.
On pourra se procurer du foie de cel animal, le fixer par
I'alcool ou par la liqueur de Miller et en faire des coupes pour
se familiariser avec la forme des lobules,

ARTICLE 11l

ORGANES DE LA RESPIRATION

Les voies aériennes : fosses nasales, trachée, bronches, n’exi-
gent pas de préparation spéciale. La trachée et les grosses
bronches peuvent étre fixées en tolalité chez un animal de
petite taille par I'alcool ou par le liquide de Miiller, puis débi-
tées en coupes transversales el longitudinales. Il est bon de
les tendre afin d'éviter des plis de la muquense. Pour étudier
la muqueuse (non olfactive) des fosses nasales, on peut déta-
cher un cornet du nez, le cornel moyen par exemple, le fixer
par le liquide de Flemming et achever, si besoin en est, la
décalcification de la lame osseuse par l'acide chromique (voy,
p. 254). On inclut ensuite dans la parafline et on colore les
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coupes par les conleurs d'aniline. Il y a lien d'enfrer dans
quelques détails & propos du poumon et & propos de la thy-
roide, placée dans ce chapilre uniqguement i cause de sa
silnation topographique.

§ 1. — Pouwmonx

Le poumon doit élre éludié soit apres injection vasculaire,
soit apres fixation, soil apres imprégnation a4 largent. Les
injections vasculaires sont surtout instructives dans les pou-
mons d'une structure simple, tels que celui de la grenouille.

1° Fixation du poumon. — Il importe de fixer le poumon
alors quil est distendu par I'air et non pas lorsqu’il est
revenu sur lui-méme apres Uouverture du thorax, En effet, les
alvéoles, développés par le gaz, sont plus faciles & voir,
Avant d'ouvrir le thorax, il faut done découvrir la trachée et
la lier, aflin d'empécher la sortie de Pair lorsque, & I'ou-
verture du thorax, le tissu pulmonaire s'affaissera, On p:}hrrait
aussi, apres avoir enlevé le poumon, Uinsuffler modérément
par la trachée que I'on lierait ensuite. Ces précautions prises,
le poumon tout entier, s'il sagit d’'un petit animal, ou bien un
lobe li¢ & sa base, sont plongés dans le fixateur, liquide de
Miiller ou sublimé, et maintenus immergés dans ce liquide.
Lorsque la fixation est achevée on inclut dans la parafline des
fragments bien orientés et on fait des coupes paralléles & la
surface de ce poumon ou perpendiculaires & cette surface. On
colore 4 T'hématéine et & I'dosine. Les coupes permetlent
d’étudier la structure des bronches intra-pulmonaires des
divers ordres et la disposition des alvéoles. Si l'on a lié les
veines pulmonaires avant de fixer le poumon par la liqueur de
Miiller, on a de trés belles injections naturelles des capillaires
qui restent remplis de globules rouges.

2° Imprégnation de l'épithélium pulmonaire. — On
insuffle le poumon d'une grenouille qui vient d'étre tuée, On
le lie de facon & le maintenir gonflé et on l'enléve. On lave
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a I'eau distillée sa surface externe et on larrose d'une solu-
tion & 1 p. 300 de nitrate d'argent pendant quelques minutes,
On lave de nouveau & 'eau, puis on arrose d’alcool a 90° jus-
qud ce que le poumon soit devenu rigide et n’ait plus
tendance a saffaisser si on vient & Pouvrir. On en découpe
alors de petils fragments que l'on dispose sur une lame de
verre, leur face interne tournée en haut. On les éelaireit par
I'essence de girofle et on les monle dans le baume. Le nitrate
d'argent qui a diffusé a travers la mince épaisseur de la paroi
pulmonaire a imprégné les cellules épithéliales, Si 'imprégna-
tion n'est pas visible immédiatement, elle ne tarde générale-
ment pas a se produire, a la suite de action de la lumiére.

On peut imprégner aussi épithélinm pulmonaire d'un mam-
mifere. On tue un animal jeune, on injecte dans ses grosses
bronches une solution a { p. 500 de nitrate d’argent, on lie la
bronche et on porte le tout dans la méme solution. Au bout
d'une heure on retive le poumon, on le lave dans 'eau distillée,
puis on le dureit dans 'alcool et on fait des coupes sans aulre
durcissement. Elles sont un peu épaisses, aussi ne faul-il pas
les colorer, parce que la préparation serait trop compliquée
cause du grand nombre de noyaux (noyaux de I'épithélium
des capillaires, des bronches). Mais on peut inclure dans la
parafline et faire des coupes minces qui supportent la colo-
riation.

3" Préparation des fibres élastiques. — On fail des coupes
minces de poumon, puis on fixe par l'alcool et on les traite
sur la lame par une solution étendue de polasse causlique.
La potasse dissoul tous les éléments saul les fibres élastiques
qui persistent. On peul ensuite laver i eau, puis & l'aleool,
colorer les fibres élastiques par I'éosine el les monler en pré-
paration permanente dans le baume.

§ 2. — TuvyroiDE
On peut fixer des fragments de thyroide par les fixaleurs
ordinaires et en faire des coupes que Fon colorera soit par

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIOUE. 25
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les couleurs d’aniline, soit par le carmin ou I'hématéine, sui-
vant le fixaleur employé,

1° Injection interstitielle par le liquide picro-osmio-
argentique. — Si l'on pique une glande thyroide avec une
seringue de Pravaz chargée du liquide de Renaut et que I'on
pousse l'injection, cetle derniére se répand dans les lympha-
tiques tres développés de Iorgane et lixe en méme femps les
veésicules thyroidiennes en conlact avec eux sur une certaine
étendue de leur paroi (Rivigrg, these de Lyon, 1804),

On peut alors faire deux sortes de préparvations @ 10 apres
lavages répétés dans lalcool & 90° el durcissement par ce
dernier réactif, on fail, sans autre traitement, des coupes
relativement épaisses que l'on éclaireit dans l'essence de
girolle et que 'on monte au baume. Ces coupes montrent le
trajet des lymphatiques et leur disposition embrassante autour
des vésicules isolées ou des groupes de quelques vésicules.
Les lvmphatiques larges el béants se reconnaissent tres aisé-
ment & leur forme et & Uimpregnation de leur endothélium,
Les cellules épithéliales de eértaines vésicules ont également
subi I'imprégnation et leurs contours, régulicrement polygo-
naux, dessinent un réseau i mailles étroites,

20 On peut se servir également du matériel ainsi fixé pour y
pratiquer des coupes (rés minces. Apres durcissement par la
gomme, par exemple, les coupes une fois dégommées sonlt
colorées & I'hématéine et i I'éosine. Les noyaux des cellules
sont colorés en violet, le corps cellulaire en rouge ou en rose,
la matitre colloide qui remplit les vésicules est colorée en rose,

2 Coloration des coupes de la thyroide par le mélange
triacide d’Ehrlich-Biondi. — Ona proposé de colorer la thy-
roide par un mélange imaginé par Enrvici el modifié par
Bioxor, puis Hemexnaiy, Ce mélange composé de

Solution aqueuse saturée d'orange. . 100 ¢. cubes
s — de fuchsine
acide. . 20 —
— de vert de
méthyle. 50 —
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est tres diflicile a préparer convenablement, aussi il vaut mieux
le demander i Grithler qui le fournit prét  étre employé. Les
piteces doivent élre fixées de préférence au sublimé, apres
lequel les colorations réussissent mieux. Les coupes (rés
minces sont portées dans un bain colorant formé de une
partie dumélange pour 60 ou 100 parties d’eau distillée, On les
y laisse vingl-quatre heures, puis on les lave tres rapidement
dans I'alcool et on les déshydrate aussi vite que possible dans
'aleool absolu. Gest pour avoir une déshydratation rapide
que 'on doit choisir des coupes frés minces el il faut déshy-
drater rapidement parce que I'alcool dissout une partie de la
matiére colorante. Aprés Paleool absolu on traite par le xylol
et on monte dans la résine. Les préparations sont loin d'étre
toujours réussies; quand elles le sont, on peut distinguer dans
les vésicules deux sortes de cellules : les unes claires, les
autres rouges (LANGENDORFF).

CHAPITRE XII

ORGANES GENITO-URINATRES

Inutile de répéter que l'on doit appliquer & ces organes les
meéthodes générales : telles que linjection intra-vasculaire |
I'imprégnation chromo-argentique de Golgi-Cajal, ou la
méthode au blen de méthylene d'Ehrlich pour la recherche
des terminaisons nerveuses.,

§ 1. — Rein

Les procédés de fixation a emplover pour le rein varient
suivant que 'on veut étudier simplement anatomie micros-
copique de cet organe ou bien, au contraire, rechercher des
détails de structure des cellules rénales @ faire la eytologie
de 'organe,
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1° Fixation par la liqueur de Miiller. — Ce mode de
fixation convient trés bien pour les recherches d'anatomie
microscopique. On prend un rein frais, on le partage en deux
moitiés par une section longitudinale passant par le bord con-
vexe et par le hile, puis on fait sur chaque moitié des inci-
sions profondes, de facon a la diviser en une série de segments
pyramidaux dont la base est & la surface du rein et le sommet
au hile. 1l est inutile de séparer entitrement ces segments
les uns des autres, et il vaut mieux les laisser tenir par une
petite étendue de leur substance, vers leur sommet, parce
que I'on peut ainsi savoir plus tard, lorsqu’on fera les coupes,
dans quelle région du rein elles ont été prises. On plonge
le tout dans la liqueur de Miller que l'on renouvelle plu-
sieurs fois pendant les premiers jours, et moins fréquem -
ment par la suite. Au bout d'une quinzaine de jours la fixa-
tion est achevée., On lave a l'eau, on durcit les fragments
par la gomme et I'alcool et on fait les coupes & I'aide du
microtome & plan incliné, en tenant compte de ce qui est
dit plus loin sur l'orientation de ces dernieres. On colore
4 I'hématéine et & l'éosine et on monte au baume. Les
coupes, si elles ont été convenablement orientées, sont tres
instructives.

2° Fixation en vue de recherches cytologiques. — On
découpe dans un rein frais de petits segments que l'on fixe
par la liqueur de Flemming ou par le sublimé. Aprés fixation
on inclut dans la paraffine et I'on fait des coupes trés minces
que I'on colore par les méthodes de Flemming ou de Benda,
si 'on a employé la liqueur de Flemming.

3¢ Orientation des coupes. — Les coupes du rein doivent
dtre dirigées dans deux directions principales. Les unes
doivent passer par la convexité et le hile en suivant autant
que possible I'axe d'une pyramide du rein ou mieux les
différents rayons que l'on peut mener du sommet de cette
pyramide & sa base, en considérant la pyramide comme un
secteur d'une sphére au centre de laquelle se trouverait la
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papille rénale. En effet, les tubes droits, les artéres inter-
lobulaires et les rayons médullaires suivent tous cette
direction rayonnante et il y a tout avantage & avoir des coupes
orientées dans ce sens parce qu'elles contiennent ces tubes
sur une grande longueur et permettent de bien juger de leurs
connexions.

Les autres coupes seront faites perpendiculairement & cetle
direction ou, si I'on veut, tangentiellement & la base de
chaque pyramide. On devra les pratiquer & trois hauteurs
différentes : 1 en pleine substance corticale, pour montrer
le lobule rénal, c'est-d-dire un faisceaude rayons médullaires,
entourés de tubes contournés, et les glomeérules qui, a une
certaine distance du point central formé parles rayons médul-
laires, indiquent la limite arbitraire dulobule ; 2° au niveau de
la base de la pyramide de Malpighi, pour voir la coupe des
anses de Henle descendant entre les tubes droits; 3° enfin
au voisinage de la papille, ob T'on trouvera les gros tubes
collecteurs entourés d'une certaine quantité de tissu con-
Jonctif.

4° Imprégnation a4 l'argent des vaisseaux et des cap-
sules de Bowmann. — On injectera par l'aorte, les reins
étant laissés en place, du liquide de Renaut. Apreés quelques
minutes les reins sont enlevés et portés dans l'alcool & 90°
que 'on renouvelle plusieurs fois par jour. On fait des inci-
sions profondes dans le rein pour favoriser la pénétration de
I'alcool. Au bout de deux ou trois jours les picces sont suf-
fisamment dures et I'on peut y faire sans autre durcissement
des coupes assez minces que l'on déshydrate entierement
par l'alcool absolu, puis que l'on traite par l'essence de
girofle et que I'on monte dans la résine dammar. Toutes les
coupes ne renferment pas des détails intéressants, mais on
lrouve toujours des glomérules dont les vaisseaux afférent
el efférent sont impregnés d'argent. Dans d’autres points, le
nitrate d’argent, ayant diffusé & travers les vaisseaux du glo-
meérule, a imprégné endothélium qui tapisse la face interne
de la capsule de Bowmann,
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Sur ces préparations il est trés facile de voir I'union du
glomérule avec le tube contourné,

§ 2. — CAPSULE SURRENALE

La capsule surrénale est un organe trés délicat qui s'altére
rapidement apres la mort: il importe done de la fixer immé-
diatement aprés avoir tué animal qui doit la fournir,

La capsule surrénale du cobaye, petite et d'une structure
assez simple, convient trés bien. On la fixe par la liqueur de
Flemming pendant vingt-quatre heures, on la lave soigneu-
sement, puis on linclut a la paraffine. Les coupes doivent
élre les unes longitudinales, de facon & passer par l'axe de la
grande veine centrale, les autres transversales, c'est-a-dire
perpendiculaires aux premicres. On les colore par le violet
de gentiane et 'orange G. Les cellules sont colorées en orange
plus ou moins intense, les noyaux en violet. On trouve aisé-
ment, sur les coupes, des cellules nerveuses que I'on reconnait
& leur forme, & leur noyau vésiculeux muni d'un gros
nucléole, et & leur enveloppe endothéliale. Le protoplasma
de ces cellules est coloré plus fortement par l'orange que
celui des éléments voisins et cette coloration fournit un bon
moyen pour les retrouver ; elles sitgent surtout au voisinage
de la veine centrale.

La capsule surrénale du chien offre une zone glomérulaire
tres intéressante a étudier. Comme elle est plus volumineuse
que celle du cobaye, il faudra la couper en pelits segmenls
avant de la fixer. Pour colorer on emploiera, en outre de la
méthode de Flemming, celle de Benda.

Le liquide de Flemming coagule fréquemment le plasma du
sang contenu dans les capillaires allant de la périphérie &
la veine centrale. Comme ce coagulum est parfois entié-
rement privé de globules rouges ou ne renferme que des
globules déformés, on pourrait le confondre avec un exsudat
glandulaire en prenant la lumiére du vaisseau pour une
lumitre glandulaire. La présence, sur les bords de cetle

1
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lumiére des noyaux de 'endothélium vasculaire lévera tous
les doutes & ce sujel.

§ 3. — OVAIRE

Pour I'étude des coupes, on choisira autant que possible
des ovaires d'animaux de petite taille : rat, cobaye, lapin, que
I'on peul fixer en iolalité. Les ovaires plus volumineux
devront étre débités en fragments avant la fixatlion.

1° Ovaire de chat nouveau-né. — Cel ovaire constilue
un excellent objet d’étude pour montrer les ovales empilés
en cordons (tubes de Plliiger) et quelques ovules primordiaux
encore contenus dans I'épithélium evlindrique de la surface
de Tovaire. On fixe l'organe par le liquide de Flemming (vingt-
qualre heures), on Uinclut i la paraffine, puis on fait des coupes
transversales par rapport & son axe longitudinal. Ces coupes
sont colorées i la safranine et au vert lnmitre, au violet de
gentiane el a lorange, ou simplement au bleu polychrome.

2° Ovaire adulte. — On fixe un ovaire de lapin jeune
adulte par la liqueur de Flemming. II est important d’em-
plover ce fixateur parce que l'ovaire se laisse mal pénétrer
par la paralfine, que Uinclusion est longue, et qu’il faut dans ce
cas que les tissus aient recu du fixateur une grande résis-
tance & laction de la paraffine fondue (voy. p. 130.) Les
coupes sont colorées avec les couleurs d'aniline; la méthode
de Benda donne des résullats trés beaux. On trouve a la péri-
phérie les ovisacs jeunes a différents états de développement,
avant 'apparition du liquide folliculaive. Plus profondément
on voit quelques follicules déja pourvus de ce liquide coagulé
en une masse granuleuse par le fixateur. L'ovule est enlouré
de la zone radiée, laquelle est fortement colorée par les réac-
tifs. Parfois des corps jaunes assez volumineux occupent une
grande étendue de lovaire.

3° Recherche d'ovules a I’état frais. — On se procure un
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ovaire frais d’animal adulte. Le plus souvent on voit i sa
surface des follicules presque murs faisant une saillie plus
ou moins marquée. Placant un follicule au-dessus d'un
verre de montre renfermant de la solution physiologique
de sel (0,75 p. 100), on l'ouvre avec une aiguille ou avec
la pointe d'un fin scalpel. Un jet de liquide sort, entrainant
le plus souvent avec lui I'ovule, qui est recu dans le verre de
montre,

On répete Popération sur les follicules qui 8’y prétent par
leur développement, et il est rare que 'on n'obtienne pas
ainsi quelques ovules. En s'aidant de la loupe on les cueille
dans le verre de montre avee une pipette, puis on les porte
sur une lame de verre dans une goutte de la solution salée.
On mel sur la lame quelques fragments de papier ou de
moelle de surean pour éviter que la lamelle écrase les ovules,
on place la lamelle qui est soutenue par les cales, et on
observe.

On peul, apres avoir recueilli ainsi un ovule, le fixer, le co-
lorer et le monter dans le baume,

4" Ovules des batraciens. — Les ovules des batraciens,
lorsquils ne sont pas encore chargés du vitellus et du pigment
quils offrent & I'époque de leur maturité, fournissent de tres
beaux exemples de la structure typique de 'ovule. On trouve
ces ovules jeunes dans la paroi de ovaire el voici comment on
les prépare. On fixe un fragment de la paroi de Povaire de la
grenouille al'aide du liquide de Kleinenberg. Apres les lavages
a l'alcool, on I'étend au fond d'un verre de monltre plein d'al-
cool et, s‘aidant d'une loupe et de pinces fines, on détache les
gros ovules chargés de vitellus de facon i en débarrasser autant
que possible la préparation. On cherche de temps & autre a
I'aide d'un faible grossissement si 'on a oblenuun résultat suf-
fisant; enfin, lorsque le fragment ne contient plus que des ovules
sultisamment jeunes et transparvents, on le lave de nouveau a
I"alcool, on le eolore au carmin boracique et on le monle au
baume. Les préparalions ne sont pas toujours suffisamment
débarrassées des débris d'ovules bien développés, mais il est
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rare quen certains points elles ne donnent pas de résultals
salisfaisants,

e

% — TESTICULE

Les coupesdu testicule offrent surtout de lintéréten ce quielles
montrent les phénoméenes de la spermatogenése. Or, comme
ce sont des phénomenes tres délicats, il importe de n’employer
que du matériel parfaitement fixé a Uaide des réactifs eytolo-
giques. L'alcool, la liqueur de Miller doivent étre rejetés el
I'on se servira de la liqueur de Flemming ou des réactifs indi-
jqués au chapiltre 1x, page 351.

1° Fixation des tubes séminiféres. — Nous choisirons
de préférence comme matériel d'étude le testicule du rat, et
en particuler celui du rat albinos qu'il est facile d’élever dans
les laboratoires. La spermatogenese de cet animal a été beau-
coup étudiée, il en existe de nombreuses figures qui pourront
étre d'une grande utilité pour se reconnaitre dans les prépa-
rations toujours trés complexes. On plongera de petits frag-
ments du teslticule dans le liquide de Flemming, au bout de
vingt-quatre heures on les lavera a I'eau, on les déshydratera
et on les inclura & la paraffine. Les coupes, trés minces, seront
colorées par la méthode de Flemming, par celle de Benda ou
au bleu polychrome. La spermatogenése s'effectue par poussées
limitées le long des tubes séminiféres de sorte que 'on aura
dans une méme coupe divers stades et quelquefois méme tous
les stades du phénomeéne.

2° Spermatozoides. — On peut étudier les spermatozoides
vivants soit dans le liquide spermaltique lui-méme, soit dans ce
liquide dilué a l'aide de la solution physiologique de sel. On
recueille le sperme dans le canal de I'épididyme, dans les
vésicules séminales, ou méme sur une section des tubes sémi-
niféres; mais dans ce cas on a souvent des spermatozoides
non encore entierement développés et mélangés d'un grand
nombre d’autres éléments.

Les spermatozoides se conservent al'état vivant en dehors des



394 TECHNIQUE APPLIQUER

voies génitales pendant plus de vingl-qualtre heures pourva qu'ils
sotent mis & labri de I'évaporation sous une chambre humide.

On observe tres bien leurs mouvements a la tem pérature du
laboratoire.,

On peul Taire des préparations permanentes de spermalo-
roides de la maniére suivante : On élale sur une lame de
verre une couche trés mince de sperme, puis on linonde
brusquement d'alecool absolu. L'albumine du sperme esl coa-
culée et colle les spermatozoides sur le porle-objel.

On colere la lame au carmin boracique, puis on déshydrale ;
on éclaireit a I'essence de girofle et on monte dans la résine
dammar. La préparation n’est pas tiés élégante, car le fond
est légérement et inégalement coloré & cause de I'aceumula-
tion sur cerlains points de plus grandes quantités d'albumine,
mais on voil e et 1a des spermatozoides plus vivement colorés
en rouge par le réactif.

$ 8. — GLANDE MAMMAIRE

Un choisira des glandes d'animal en lactation. De trés petits
fragments absolument frais seront mis dans de la liqueur de
Flemming pendant vingl-quatre heures, puis lavés, déshy-
dratés, inclus dans la paraffine el débilés en coupes minces.
Les coupes seront colorées a la safranine seule, ou avec les
melanges des couleurs d'aniline deja indiqudées.

On pourra préparer de la méme maniere des glandes d’ani-
mal en gestation et aussi d'animal non gravide. Dans ce cas
les culs-de-sac glandulaives, tres réduits, montrent une struc-
lure trés simple,

CHAPITRE X111
ORGANES DES SENS

Il ne sera question ici que de la partie sensorielle propre-
ment dite de ces organes ; les organes annexes, lels que la
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trompe d'Eustache pour l'orveille moyenne, la glande lacry-
male, ete., ne demandent pas d'examen spécial el on pourra
les traiter par les méthodes générales indiquées plus haut.

§ 1. — PEAU

On se procurera de la peau humaine fraiche dans les ser-
vices de chirurgie, lors de 'ablation de (umeurs ou d'amputa-
tions. Bien entendu, on aura grand soin de ne choisir que des
morceaux de peau absolument saine.

1° Fixation. — On fixera immédiatement les fragments
recueillis par l'un des procédés suivanls ;

a. Fieation par Ualcool absolu. — On disséguera soigneuse-
ment la pean de la pulpe des doigls et on en étendra de petils
lambeaux sur des cadres de liege pour éviter qu’ils s'enrou-
lent. On les immergera pendant vingt-quatre heures dans de
I'alcool absolu. On les durcira ensuile par la gomme et 'alcool
el on fera des coupes au mierolome. Apres avoir enlevé la
comme par 'eau, on colorera les coupes au picro-carminale
d'ammoniagque et on les monlera dans la glyeérine. Ces
coupes offrent une série de leintes fres diverses, Le derme
est coloré en rose, avec les noyaux des cellules connec-
lives en rouge et les libres élastiques en jaune. Les cellules du
corps muquenx de Malpighi sont orangées avee un novau rose
ou clair. La couche granuleuse est trés marquée par la preé-
sence des grains déléidine colorés en rouge vif. Les couches
cornées sonl jaunes.

Dans les papilles on distingue les corpuscules tactiles de
Meissner coupés longitudinalement et, au-dessous du derme,
les corpuscules de Pacini souvent groupés par deux ou trois
et coupés dans divers sens.

On fera la méme préparation avee des fragments de peau con-
tenanl des poils: par exemple la peau des lévrees. Dans abla-
tion des cancroides des levres, on est toujours foreé denlever
un peu de peau saine qui pourra servir aux recherches histolo-
giques, On fixera un fragment de celte peau par 'alcool et on
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fera des coupes paralléles aux follicules pileux contenus dans le
derme. On aura ainsi quelques coupes longitudinales de poils
plus oumoins complétes. On fera également des coupes perpen-
diculaires aux follicules pileux, Aprés coloration au picro-car-
minale, la tige du poil se teint en jaune, la moelle reste incolore
saul les noyaux qui sont rouges ou roses, la racine du poil
esl colorée en rouge ou en rose, la gaine interne el sa racine
(mantean rouge de Unna) est colorée en rouge tres fonce.

b. Firation par le liquide de Miiller. — On fixera par le
liquide de Miller des fragmenls de peau qui seront ensuite
durecis & la gomme, coupés, colorés par 'hématéine et I'éosine
el enfin montés dans la résine dammar,

c. Firvation par le liguide picro-osmio-argentique. — Les
injections du liguide de Renaul dans le derme culané fixent
bien la peau. Sur les coupes faites apres durcissement, colo-
rées a I'hématéine et & 'éosine puis montées au baume, on
peut voir des faisceaux nerveux tres fins avee leur gaine de
Henle imprégnée d'argent et les muscles des glandes sudo-
ripares également indiqués par F'argent.

d. Firation par le liquide de Flemming. — On pourrait fixer
par ce liquide des fragments de peaun de Tadulte et les inclure
a la paraffine, mais il faut se rappeler que le derme se laisse
difficilement pénétrer par la paraffine et que 'inclusion dans
cette substance entraine toujours quelque déformation du tissu.

2° Développement de la peau et de ses annexes. — La
tixation par le liquide de Flemming donne d’excellents résultals
pour I'étude du développement de la peau et de ses annexes
(poils, glandes sébacées, ete.). On fixe par ce liquide des frag-
ments des paupi¢res d'un feetus de cing mois, par exemple,
on inclut a la paraffine et on fait des coupes que 'on colore
a l'aide des couleurs d’aniline. On obtient ainsi des prépara-
tions trés démonstratives pour la geneése des cils et des poils,
pour la formation des glandes sébacées et l'apparilion de la
graisse dans leur intérieur.

3° Terminaisons nerveuses. — On peul mellre en ¢vi-
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dence ces terminaisons en lraitant des fragments de peaun par
le mélange de chlorure d'or et d'acide formique (chlorure d'or
a1 p. 100, & parties; acide formique, 1 partie, Raxvier). On fait
bouillir ce mélange dans un tube i essai, on le laisse refroidir
et I'on y plonge pendant vingt minutes environ des fragments
aussi frais que possible de peau de la pulpe du doigt d'an
enfant nouveau-né ou tres jeune. On les metl ensumte dans
de I'ean acétifiée et, la réduction une fois opérée, on les passe
dans l'alcool & 90° qui les durcit. On fait les coupes apres
avoir enrobé les fragments dans la cire et 'huile et on les
monte dans la glycérine formiquée,

En dehors de cette méthode qui peut montrer soit les termi-
naisons nerveuses inlra-épidermigques, soil les corpuscules de
Meissner, on appliquera les aulres méthodes indigquées i pro-
pos des terminaisons nerveuses (méthode d’Ehrlich), méthode
de Golgi). On traitera aussi par le chlorure d'or et par les
méthodes indiquées ci-dessus certaines parties ol existent de
riches terminaisons nerveuses sensitives Lelles que le bout du
museau de la taupe ou le groin du cochon,

Des corpuscules nerveux trés simples (corpuscules de Gran-
dry) existent dans la muqueuse palatine, dans la langue et
dans le bec du canard. On fixera ces parties par l'acide os-
mique et 'on y fera des coupes minces aprés durcissement
par la gomme et Palcool. Comme les fragments ont généra-
lement une tres petite étendue, il est facile d'y faire des coupes
treés mincees sans recourie i l'inclusion dans la paraftine. On exa-
mine les coupes sans coloration autre que celle donnée par
'acide osmique ou bien on colore & 'hématéine el on monte
dans la résine dammar,

§ 2. — ORGANES DU GOUT

Les bourgeons du goit se trouvent dans les parois du sillon
qui entoure les papilles caliciformes de la langue ou encore
dans l'organe folié du lapin. Cet organe consiste en une série
de plis de la muqueuse linguale, formant de chaque coté de
la racine de la langue une petite saillie ovale allongée.
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Pour préparer ces organes, on détachera la muqueuse lin-
cguale des muscles sous-jacents, soit au nivean dune papille
caliciforme, soit an niveau de 'organe folié. On étend le frag-
ment de muguense sur un cadre de liege et on le fixe par la
liquenr de Flemming ou simplement par 'alcool comme il a
é¢té dit plus haut a propos de la peaun, Suivant le fixateur
choisi on fera des coupes aprés inclusion dans la gomme ou
dans la parafline et on colorera d’aprés les indications géné-
rales. Les coupes doivent étre perpendiculaires au sillon des
papilles caliciformes ou aux plis de I'organe folié.

On traitera aussi des fragments de la muqueuse linguale par
le chlorure d'or ou par la méthode de Fusari indiquée page 340,

§ 3. — MUQUEUSE OLFACTIVE

La muqueuse olfactive est limitée i la partie supérieure
des fosses mnasales elle se reconnail aisément & sa couleur
brun clair. On I'étudiera a Faide des coupes et de la disso-
ciation,

1° Coupes. — On ouvre i l'aide d'un trait de scie vertical
les fosses nasales d'un animal récemment tué ; on cherche un
point de la muqueunse qui nait pas été atteint par la scie el
on l'enléve avee la lame osseuse sous-jacente. On le porte
dans du liquide de Flemming, puis, aprés fixation, on enléve
la lame osseuse en prenant garde de ne pas léser la muqueuse.
On inclut celle-ci- dans la parafline et 'on en fait des coupes
minces qu'on colore par les couleurs daniline.

20 Dissociation. — Pour se rendre un compte exact de la
forme des éléments de cette muqueuse il faut recourir au
procédé suivant recommandé par Raxvier. Un fragment de
la muqueuse olfactive enlevé tout a fait frais est porté dans
I'aleool au tiers, Au bout d’'une heure on le passe dans la
solution & 1 p. 100 d’acide osmique ol on le laisse cing mi-
nutes. Au bout de ce temps on le porte dans l'eaun distillée,
puis on dissocie I'épithélium dans du picro-carminate en
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s‘aidant des aiguilles. On monte ensuite la préparation dans
la glycérine.

§ 4. — OREILLE INTERNE

L'étude de I'oreille interne demande des préparations lailes
avee beaucoup de soin parvece que Pépithélium sensoriel étant
enveloppé par des lames osseuses est diflicilement atteint par les
reaclifs fixateurs. Cependant il importe que ceux-ei arrivent
sur lui le plus tot possible et non pas seulement apres avoir tra-
versé son enveloppe osseuse. Pour obtenir ce résultat, on choisit
un animal chez lequel on puisse aisément distinguer le limacon
et le dégager de ce qui I'entoure. Le cobaye offre & cet égard
une disposition tres favorable. Deés que I'on a ouvert la caisse
on voit le limacon qui fait saillie. On le dégage avec un fort
scalpel et on le porte dans du liquide de Flemming. Dés qu'il
est plongé dans ece liquide on fait sur un de ses cités une
ouverture avec un scalpel, ainsi que le recommande RaNvVIER,
Le fixateur pénetre aisément et fixe bienla membrane de Corli.
Au bout de quarante-huit heures la fixation est achevée et, en
méme temps, la décaleification est opérée, surtout sil'on a eu
affaire & un animal jeune. Si la décalcification est insuflisante,
on l'achéve en plongeant le limacon dans de l'acide chro-
mique 4 2 p. 1000 que on renouvelle plusieurs fois pendant
une semaine environ. Au bout de ce temps on lave longue-
ment 4 'ean courante, puis on déshvdrate et 'on inclut & la
parafline. Les coupes doivent étre paralléles & 'axe du limacon
el méme celles-la seules qui passenl par cet axe sont utiles.
On colore ces coupes par les couleurs d’aniline et on les monte
au baume.

On préparera de méme les canaux semi-circulaires,

§ b, — OEIL

On étudiera rarement L'weil 4 Faide de coupes lotales por-
tant sur son ensemble ; ces coupes ne donnent en effet, au
point de vue histologique, que des résultats trés insuflisants,
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Néanmoins nous indiquerons d'abord le moyen de les faire,
puis nous donnerons quelques détails sur la préparation des
diverses parties de 'wil.

1° Coupes totales de I'ceil. — On prend un @il frais; on le
débarrasse entierement de la graisse qui l'entoure et on
coupe ses muscles trés pres de leur insertion, puis on le
plonge dans du liquide de Miller o0t on le laisse environ
trois semaines. Le liquide doit étre renouvelé plusieurs fois
au début de la fixation. — Au bout de ce temps 'eeil est Javé
soigneusement a l'eau, déshydraté par le passage dans des
alcools de plus en plus forts, puis inclus dans le collodion.
Lorsque l'inclusion est achevée on fait des coupes passant par
I'axe longitudinal de I'wil. On les colore par le carmin aluné
ou par le carmin boracique et on les monte dans le baume.

Les coupes seules qui passent & peu prés par 'axe longitu-
dinal de 'organe sont intéressantes, et encore au point-de vue
de 'anatomie macroscopique seule, car les éléments histolo-
giques de la rétine sont mal conservés. D'autre part, les coupes
sont forcément un peu épaisses.

[l ne faut pas tenter de faire des coupes apres inclusion
4 la parafline, car sous l'influence de ce traitement le cris-
tallin devient d'une dureté extréme qui s'oppose i leur con-
fection.

2° Cornée. — On obtient de tres belles coupes de la cornée
en la fixant par le liquide de Flemming et en la durcissant
ensuite par l'alcool, puis en en faisant des coupes & main levée
ou aumicrolome de Ranvier, sans autre durcissement. RANVIER,
qui a appliqué cette méthode dans ses recherches récentes sur
les plaies de la cornée, en a obtenu d'excellents résultats.
L'inclusion a la paraffine, surtout si elle n'est pas faite avee
beaucoup de soin, produit souvent une dislocation des lames
cornéennes qui s'écartent les unes des autres. Les coupes doi-
venl étre dirigées radialement, de la périphérie vers le centre
de la cornée,

Pour I'étude du tissu propre de la cornée, voyez les méthodes
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indigquées page 246, et pour celle des terminaisons nerveuses
voyez page 339,

3° Iris. — Pourlixer convenablement 'iris, on coupe I'weil sui-
vant son équateur, on fait reposer le segment antérieur sur la
cornée, et on enléve le cristallin en ayant bien soin de ne pas
emporter en méme temps Uépithélium pigmenté qui tapisse la
face postérieure de I'iris. On plonge alors le segment antérieur
de 'eeil tout entierdans le fixaleur choisi; puis lorsque la lixation
est achevée, on détache 'iris en le coupant suivant son grand
cercle et on le divise en 4 secteurs par deux coups de ciseaux
perpendiculaires 1'un a l'autre, et passant tous deux par le
centre de la pupille. Ces secteurs sont alors inclus dans la paraf-
fine ou ils ne doivent sé¢journer que trés peu de temps (dix mi-
nutes aun maximum) puis coupés suivant trois directions, ¢’est-
a-dire : 1° suivant les rayons de l'iris; 2° perpendiculairement
d cesrayons, el enlin, 3° tangentiellement a la face antérieure
de I'iris. Ces dernitres coupes ne sont pas absolument indis-
pensables. :

Les fixateurs les meilleurs sont le liquide de Flemming et
le formol picrique (Gryxrevrr). Pour voir le muscle dilatateur
de la pupille, apres avoir préparé ef fixé comme il vienl d’étre
dit un iris de lapin albinos, onle colore au bleu polychrome et
on monte les secteurs entiers dans le baume, leur face posté-
rieure étant tournée en haut.

4 Dépigmentation de liris. — Il existe plusieurs procé-
dés de dépigmentation, mais si 'on cherche a les réaliser en
suivant les regles données par les auteurs, il n'est pas toujours
facile de réussir, Vindiquerai ici le procédé de dépigmenta-
lion de Pavn Maver qui a été beaucoup étudié dans mon labo-
ratoire, & propos de l'iris, par Gay~reLtr. Ce dernier toutefois
pour oblenir de bons résultats a été obligé de forcer la dose
d'acide chlorhydrique indiquée par l'auteur. Voici comment
1l faut procéder.

On étend au fond d'une cuvette i rainures un lit de chlorate
de polasse pulvérisé avec précaution, d'un millimetre d'épais-

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 26
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seur environ, on remplit la cuvetle d'alcool & 909, puis I'on porte
directement sur le chlorate, & l'aide d'une pipelte, 2 cen-
timétres cubes d'acide chlorhydrique, pour 80 centimetres
cubes d’alcool que renferme la cuvelte. On 'efforce de répandre
l'acide trés également i la surface du lit de chlorate de potasse
et en mélant le liquide avee l'extrémité de la pipette on arrive
a répartir 'acide d'une maniere assez uniforme.

Il se fait un dégagement de chlore qui teint I'alcool en vert
jaundtre. On place alors dans les rainures les lames sur les-
quelles sont collées les préparations a dépigmenter el qui sont
maintenues verticalement dans le mélange. On laisse le lout
en repos pendant douze heures environ, la durée de la nuit par
exemple. Le lendemain on voit que le dégagement de chlore
a sensiblement diminué. On porte alors la cuvelle sur une
étuve & 45° environ, ou mieux au soleil et le dégagement de
chlore recommence. Au bout de trenle-six heures on de gua-
rante-huil heures en toul, la dépigmentation est achevée.

On retire alors les lames de la cuvette — T'alcool qui reste
dans cette derniére doit étre rejeté — et 'on soumet les prépa-
rations & un lavage qui difféere un peu suivant que 'on veut
colorer les coupes a l'aide de couleurs en solution alcoolique
ou aqueuse. Si F'on veut colorer par une solution aleoolique, on
lave longuement & I'alcool, si I'on veul employer un colorant

aqueux, il faut hydrater les coupes en les passant dans des
alcools de titre décroissant et éviter de mettre brusquement
de I'ean sur la lame, car les coupes sont rendues délicates et
se déchirent ou se décollent aisément. Une fois mises dans
I'eau, on les v lave longuement une demi-heure,

On peut colorer avec nimporte quel colorant, pourva que
le lavage ail été bien lail.

Tous les réactils fixaleurs ne se preétent pas également bien
a une dépigmentation ultérieure des coupes. Les plus favo-
rables sous ce rapport sont @ le formol, soit seul, soit additionné
dacide picrique, puis le sublimé. La liqueur de Flemming se
préte moins bien a cette opération, et la liqueur de Miiller Iui
est particulicrement défavorable.

La dépigmentation ainsi praliquée ne nuil en rien a la
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structure des picces bien fixées, et particulicrement de celles
traitées par le formol pierique.

5° Cristallin. — On a vu plus haut que les coupes du cris-
tallin adulte ne pouvaient étre failes apres les inclusions dans
la paraffine ; mais chez des faetus de petite taille on peut avoir
des préparations de cel organe qui, faites apres fixation par le
liquide de Miller, coloration en masse par le carmin aluné et
inclusion dans la paraltine, montrent tres bien les fibres de la
partie postérieure el les cellules de la partie antérieure, Pour
préparer les fibres du cristallin, on tixe cet organe par un sé-
jour de quelques semaines dans la liqueur de Miller. Au bout
de ce temps le cristallin est soigneusemenlt lavé & I'eau, puis
divisé en secleurs a laide d'un scalpel. Chaque secteur se
décompose aisément en couches superposées que 'on peut
elles-meémes réduire en leurs éléments constituants, les fibres
cristalliniennes, en les dissociant a l'aide d’aiguilles. Les fibres
du eristallin se montrent généralement groupées par petites
bandes de deux, trois ou davantage. Elles sont fréquemment
brisées etil est difficile de les avoir sur toute leur longueur, On
peut employer les dissociateurs ordinaires énergiques tels que
Facide azotique a 30 p. 100 (Bony et Opper).

6° Choroide. — On ¢tudiera la choroide en place dans les
coupes du segment postérieur de l'eil dont il sera parlé plus
bas et. en oulre, dans des délaminations telles que celles indi-

(quées & propos des cellules pigmentaires.

7° Rétine. — La rétine est fort délicate et exige pour ne pas
étre détériorée des réactifs fixateurs tres énergiques, Voiel les
principales méthodes que 'on peul employer :

a. Méthode de Ranvier. — Un @il de triton, bien débarrassé
des parties qui P'entourent, est fixé parles vapeurs osmiques.
Ces vapeurs atteignent aisément la rétine & travers la scléro-
Lique qui est pen épaisse. Au bout de dix minutes la fixation
est sullisante ; on porte alors U'ieil dans de Faleool au tiers of on
ouvre suivant son équateur. Le pole postérieur apres étre
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resté quelques heures dans 'alcool au tiers est lavé & I'eau,
mis pendant le méme temps dans du picro-carminate ot il se
colore, puis reporté dans la solution d’acide osmigque i p. 100
afin d’achever la fixation. On le lave alors & l'eau, puis on le
durecit dans laleool; lorsqu’il est suffisamment dur, on I'enrobe
dans la cire et I'huile, puis on fait des coupes perpendiculaires
d la surface de la rétine el passant par le nerf optique. Ces
coupes, recues dans l'alcool, sont ensuite lavées a l'ean et
montées dans la glycérine.

b. Fixzation par le liquide de Flemming. — On ouvre un ceil
frais suivant son équateur et on enléve le corps vilré en ayant
grand soin de ne pas entrainer en méme temps la rétine. Ceci
fait, on porte le pdle postérieur de l'wil dans le liquide de
Flemming. Au bout de vingt-quatre heures on le lave avec
précaution pour ne pas détacher la rétine, puis on le découpe
en quatre secteurs égaux dont le sommet est au centre de la
papille du nerf optique et que 'on inclut dans la paraffine pour
en faire des coupes radiales. Ces coupes sont colorées par les
diverses méthodes indiquées & propos des couleurs d’aniline et
montées dans le baume.

¢. Méthode de Cajal — Dans ses recherches sur la structure
de la réline par imprégnation chromo-argentique, Cajal a
indiqué la méthode suivante : Le pole postérieur de l'eil
frais élant débarrassé du corps vitré, la rétine est enlevée,
séparée de la choroide et découpée en secteurs comme il a
déja été dit. Prenant alors chacun de ces secteurs par sa pointe,
on I'enroule sur lui-méme de facon & former un petit cylindre.
Ceci fait, chaque cylindre est plongé pendant quelques
secondes dans un bain de collodion qui lui forme une enve-
loppe et maintient la membrane enroulée. Ceci a pour bul
d'éviter l'inconvénient da & la présence des précipités qui se
forment souvent pendant la réaction de I'argent et qui pour-
raient envahir toute 'épaisseur de la rétine si celle-ci était
exposée étalée a plat a laction des réactifs ; tandis que, lorsque
la rétine est enroulée sur elle-méme, ces précipités se limitent

4 la périphérie du cylindre ou méme i la mince couche de
collodion qui I'entoure.
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Une fois le collodion légerement épaissi par dessiccation, on
plonge les eylindres de rétine dans le liquide de Cajal ot ils
séjournent un ou deux jours; on les porle alors pour vingl-
quatre heures dans le nitrate d’argent et on les plonge &
nouveau dans le mélange osmio-bichromique, puis dans le
nifrate d’argent, faisant ainsi la double imprégnation dont il a
été parlé. Lorsqu'on juge la réaction produite, on passe les
fragments de rétine dans 'alcool & 90°, on les enrobe dans la
cire et I'huile et on fait les coupes que 'on traite suivant la
méthode indiquée pour ces sortes de préparations (voy. p. 121).

d. Méthode d&'Ehrlich. — Les colorations de la rétine par le
bleu de méthyléne vital donnent de bons résultats (voy. pour
leur emploi, p. 3%1).

CHAPITRE X1V

METHODES EMBRYOLOGIQUES

Les méthodes embryologiques ne différent pas des méthodes
histologiques géndérales que nous avons étudides précédem-
ment. Il faut se rappeler, toutefois, que les tissus des embryons
sont trés délicats et ne doivent pas étre fixés & 'aide de n'im-
porte quel réactif. Ainsi, ils résistent trés mal & I'aleool dont
'action déshydratante énergique produit sur eux un rataltine-
ment irrémédiable. Les fixateurs de choix pour les embryons
sont : lacide osmique et mieux le liquide de Flemming; le
sublimé et surtout la liqueur de Kleinenberg qui donne parti-
culierement pour les premiers stades du développement des
resultats superbes. On pourra aussi employer les fixateurs
indiqués a propos de I'étude de la cellule, tels que la liqueur
de Lindsay, le formol picrique.

Nous indiquerons dans ce chapitre . 1°la maniére de récolter
des embryons et de les fixer: 2¢ les préparations que 'on doil
en faire; 3° le moyen de reconstituer 'embryon en se ser-
vant des coupes en sdérie faites dans ce dernier,
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8§ 1. — RECOLTE ET FIXATION DES EMBRYONS

Les embryons quisont le plus fréquemment utilisés pour les
exercices pratiques d'embryologie sont ceux des batraciens,
des oiseaux et des mammiferes,

1° Embryons des batraciens. — Ces embryons serviront
surtout & montrer la segmentation de U'euf. Les larves plus
dgées sont employées ppur I'étude de certains points d’histoge-
nese et pour celle de la karyokinese. Les aufs de batraciens
se trouvent, a partir des mois de mars ou d'avril, dans toules
les mares. Ceux des grenouilles sonl réunis en de grosses
masses gélatinenses arrondies; ceux des crapauds en cordons
allongés ; ceux des rainetles et des tritons sont fixés isolément
aux plantes aquatiques. On choisira de préférence ces derniers
qui sont beaucoup moins pigmentés que les eufs de grenouille
et surtoul que ceux de crapaud.

Il faut bien savoir que les réactifs fixateurs traversent malai-
sément les enveloppes de eeuf, et que ce dernier serail tres
déformé si I'on se contentait de le plonger, muni de =es enve-
loppes, dans le réactif. Yoici comment il faul procéder @ On
porte un aufl entier dans la liqueur de Kleinenberg et on
I'ouvre rapidement en saidant de pinces el de ciseaux fins.
L'aeufl sort de son enveloppe et passe dans le fixateur avee
lequel il entre ainsi en contact immédiat. Lorsque l'ouverture
faite dans la coque de l'wufl est pelite, ce dernier se rompt
souvent en la traversant et I'on perd ainsi un certain nombre
d’embryons : aussi faut-il s'efforcer d'ouvrir largement Pen-
veloppe et s'aider d'aiguilles pour dégager le contenu de
I"ceaf, _

Apres un séjour de deux ou trois heures dans le liquide de
Kleinenberg, les ceufs sont fixés; on les lave dans aleool 4700,
puis on les conserve dans I'alcool & 90° jusqu'an moment ou
I'on peut les débiter en coupes,
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Les embryons avances se dégagent bien plus aisément des
enveloppes de 'oeuf que les plus jeunes,

2° Embryons d’oiseaux. — Parmi les oiseaux, le poulel
a pris une importance considérable dans les études embryolo-
giques, a cause de la facilité que l'on a de se procurer ses
embryons a bas prix et i presque toutes les époques de lannde,

a. Choix des ceufs. — 1l faut se procurer des wuls coehés,
¢'est-a-dire provenant d'une basse-cour ou il y ail un coq,
ces wufs seuls élant fécondés et aples aun développement,
On peut prendre des aeufls un ou plusieurs jours apres la ponte;
cela est sans imporlance, pourvu que ces auls n‘aent pas
subi un commencement dincubation ¢t naient pas été aban-
donnés ensuite. Les ceufs pondus depuis plus de quinze jours
doivent étre rejetés,

b. Incubation. — Les wuls choisis sont soumis & l'ineubation
suivant I'un quelconque des modes indiqués ci-dessous.

La meilleure couveunse est la poule : c’est elle qui permet le
micux de mener a bien lincubation jusqua 'éclosion des
poussins. 1l est facile de se procurerune poule conveuse, — quel-
ques-uns de ces animaux apportent dans Faccomplissement de
cet instinet une ténacité yraiment incroyable — on la met
dans une piece obscure, loin du bruit, on lui donne abondam-
ment & manger et i boire et elle consent & couver bien au deli
des vingt et un jours qui suflisent & amener I'éclosion des
aeufs, si Pon renouvelle ces derniers, On peut faire couver par
une poule 12 ou 15 ceufs que l'on dispose dans une sorte de
nid fait a Faide de paille remplissant le fond d'ane corbeille.
A laide d'un crayon mou el trés noir on inscrit sur ces eceuls la
date du jour on ils sont mis & couver ou tout autre signe per-
metlant de les reconnaitre. Deux fois par jour on enléve la
poule de dessus les ceufs pour la faire manger et, pendant ce
temps, on peut prendre certains aufs ayant subi 'incubation
pendant un temps donné, et les remplacer par d’autres ceufs,
convenablement marqués. On peut ainsi faire couver en peu
de jours un assez grand nombre d'eeuls que l'on retirera apres
un temps d'incubation variable.
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Un peul encore mener une incubation 4 son lerme en se
servant de couveuses artificielles que Fon maintient a la tem-
pérature voulue en versant matin et soir, dans un réservoir
ad hoe, une certaine quantité d’ean chaude, Dans ces cou-
veuses les eeufs sont placés dans un ou plusieurs tiroirs (que
I'on ouvre deux fois par jour pour exposer les wufs a Iair et
pour les retourner, car il estindispensable, surtout i partir du
troisicme jour, de retourner les eceufs afin que le blastoderme
qui vient a la surface ne soil pas en contact constamment
avec le méme point de la coquille parce qu’il pourrait alors
contracter des adhérences avec elle. La poule retourne elle-
méme ses aufs & Paide de ses pattes chague fois qu’elle revient
sur le nid apres 'avoir abandonné. Les détails pour 'entretien
de ces couveuses sont donnés par les fournisseurs qui les
liveent, nous n’y insisterons pas davantage.’

Lorsqu’on ne veul pas pousser 'incubation jusqud son terme
et que 'on désire avoir simplement des embryons des huit
premiers jours, il n’est pas besoin de recourir dune couveuse,
et I'on pent trés bien se servir d'une étuve telle que celle dont
il est question dans le chapitre IT page 38, Cetle étuve doit étre
placée a abri des trépidations du sol ou du bitiment dans
lequel elle se trouve, et loin de toute vapeur acide. On la
regle &4 la température de 38 & 392, On place les ceufs sur
I'étage moven, garni d'un lit de coton. Deux fois par jour on
ouvre la porte de 'étuve pendant dix minutes an moins pour
aérer les acufs: on retourne ces derniers et on referme 'étuve,
[’abaissement de température qu'ont subi les ceufs ne leur est
en rien préjudiciable, mais il faut bien veillera ce que la cha-
leur ne dépasse pas 39°. 1l esl bon de metlre avec les ceufs une
éponge légérement humide pour éviter la dessiccation de air.
Avee ce mode d'incubation il est difficile de conduire les ceufs
au deld du douziéme jour, bien que 'on puisse y réussir, et
I'on a souvent des monstres; mais comme I'embryologie du
poulet est surtout intéressante pendant les premicres phases
de développement qui présentent seules des caractéres de géné-
ralité, I'on peut s'en contenter,

c. Maniére de vecuetllir et de fixer Uembryon de poulet. — On

Al
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prend un cufl arvivé & un temps d’'incubation déterminé, sup-
posons qu’il s'agisse d'un @uf de vingt-quatre heures; on frappe
doucement sur son gros bout, avee des ciseaux ou des pinces, de
facon & briser sa coquille. On le porte alors dans une cuveltle
remplie de la solution physiologique de sel portée a la tempé-
rature de 38° environ. L'axul étant maintenu couché dans 'ean
salée a I'aide de la main gauche, on brise & pelits coups la
coquille en se servant de pinces tenues dans la main droile el
I'on fait une large ouverture sur la face supérieure de I'eeul. On
voit le jaune qui i cette période est encore ferme, présentant
sur sa face supérieure une pellicule blanchitre qui est le blasto-
derme. Avee des ciseaux lins tres pointus on coupe rapidement
la membrane vitelline el la surface méme dua jaune tout autour
du blastoderme ; on laisse reposer l'ieufl sur le fond de la cuvelte,
on enléve la membrane vitelline avee des pinces fines, puis
s‘aidant de spatules courbes et de pinces, on délache le blasto-
derme de la surface du jaune; on le fait flotter un instant dans
la solution physiologique de sel, on le recoit sur une grande spa-
tule condée dangle droit (fig. 3) el on le porte dans une hoite de
Pétri contenant de la liqueur de Kleinenberg. La on s‘applique
d ce que le blastoderme s'étale bien sur le fond de la boite sans
faire de plis. Pour cela il est quelquefois utile d'enlever avee
une pipette la majeure partie du liquide fixateur, de facon i
n'en laisser qu'une tres faible couche au-dessus du blastoderme.
Ce dernier, n'ayant plus alors de tendance & flotter, s'étale
parfaitement et 'on peut y aider encore en dirigeant sur lui i
Faide d'une pipette un petit jet de liquide de Kleinenberg, Au
bout de quelques minutes 'étalement est parfait et F'on peut
ajouter la quantité de fixateur nécessaire, en ayant soin toute-
fois de ne pas produire dans le hquide des mouvements ca-
pables de déplacer la lame blastodermique ou de la replier
sur elle-méme. La fixation est achevée en deux ou trois heures,
On remplace alors le fixateur par de 'aleool & 70° en observant
toutes les précautions indiquées pour ne pas déranger I'élale-
ment du blastoderme. L'alcool a 70° donne & ce dernier assez
de rigidité pour que I'on n’ait bientdt plus & craindre de plis-
sement ef, en effet, les blastodermes ainsi lixés se conservent
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parfaitement intacts, comme le montre celui qui est représenté
dans la figure 110,
Dans les wuls couvés moins de vingt-qualtre heures, la

membrane vitelline entraine souvent avee elle le hlastoderme

I, 110
f'fIHh]'_‘;'nrl ile poulet de 26 heares fixe par Ia “l!l[l'lll'l]i' kleinenbero
el examine o la lomiere directe, sur fond noir.

|]H1il est |-1't1'IE[1‘ d en détacher |'Il |.I{|illl" de |.'|, ilr'lill‘ :-|H||1I|I' de
platine. Parfois le blastoderme entraine aussi une certaine
quantité de vitellus attaché a sa face inférieure. On ne doit
pas chercher a enlever immédiatement ce vitellus: mais on fixe
le blastoderme comme il a été dit, en le faisant reposer sur le
fond de la boite de Pétri par sa face inférieure. Apres que
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'on a enlevé la liqueur de Kleinenberg et qu'on 'a remplacée
par l'alcool & 700, le vitellus se durcit généralement assez, toul
en restant adhérent an fond du vase, pour qu'on puisse déta-
cher le blastoderme en glissant entre le vitellus et lui la spatule
de platine.

Les embryvons couvés depuis un jusqu'a trois jours sonl
tres faciles a recueilliv par les proeédés que nous avons
indiqués ci-dessus; mais, a partiv du quatrieme jour, il se pre-
sente une difficulté tenant i ce qu'une grande partie des annexes
de I'embryon s’accole étroitement & la coquille de telle sorte
qu'il est trés difficile de briser celle-ci sans déchirer lallantoide
ou l'aire vasculaire. Cela importe peu si 'on ne désire con-
server que I'embryvon; mais si 'on veul conserver ces parties,
il faut prendre de grandes précautions, On fail un trou dans
un point de la coquille non tapisse par les membranes. Le
jaune, qui est devenu trés fluide, s'éconle facilement et, pen-
dant ce temps, on peut incliner 'weuf de telle, facon que Paire
vasculaire se colle étroitement contre la coquille, tandis que la
majeure partie du contenu est évacuée au dehors. On verse
alors par celte ouverture un ligquide fixateur tel que la
liqueur de Milller osmiquée dans laquelle on porte en oulre
I'eenf entier. Il faul éviter dans ces cas de se servir de fixateurs
fortement acides (liqueur de Kleinenberg ou de Flemming)
(qui provoqueraient, en méme lemps que la dissolution de la
partie calcaire de la coquille, un fort dégagement de gaz nui-
sible & la bonne conservation des parties. Au boul de quelques
heures la fixation a donné aux membranes assez de solidite
pour quon puisse les détacher sans trop de dégits et on
achéve alors leur flixalion par un nouveau séjour dans le
liquide fixateur choisi. Pour les embryons des trois premiers
jours on peut employer la liqueur de Flemming au lieu de
I'acide picro-sulfurique ; on les recueille de la méme maniere,

Enfin, j'al imprégné a l'argentavec la solution a 1 p. 300, des
blastodermes de poulet détachés du jaune comme il vient d’étre
dit et, bien que je n'ai pas préalablement lavé a eau distillée
de peur d’altérer les éléments, j'ai en des imprégnalions trés
belles et trés pures ne montrant aucune tache sur toute lear
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¢tendue. Limprégnation a Pargent produit une fixation suffi-
sante et les blastodermes ainsi (raités, une fois colorés et
montés au baume, donnent des préparations trés instruclives.

3° Embryons de mammiféres. — Les embryons de mam-
miltres sont plus dificiles & se procurer que les embryons
d'viseaux. On frouve, il est vrai, fréqguemment des femelles
pleines, soit parmi les animaux que l'on saerifie en vue
d'autres recherches dans les laboratoires, soit parmi des ani-
maux chassés dans ce but (chauve-souris); mais pour avoir
des embryons d'un dge bien déterminé il vaut mieux recourir
ala lapine. On met une lapine dans la cage d'un mdle d'ot
on la retire au bout de vingt-qualre heures et on la tue & une
date fixe; par exemple deux, huit, dix, ete., jours apres quelle
a ¢té liveée au mile,

a. Préparation des embryons de trovs jours. — A ce moment
les eufs sont en pleine segmentation et sont encore contenus
dans les trompes ou ils sont libres. Pour les recueilliv on
emploie le procédé suivant divd KoLuiker, On enléve la corne
utérine et la trompe d'un méme colé, puis on pousse douce-
ment par cette derniére une injection de liquide fixateur tel
que la liqueur de Miilller ou lacide osmique & 1 p. 100, Celle
injection fait cheminer les ;eufs dans les voies génitales dont
ils ressortent avee elle, On recueille dans une boite de verre
le liquide injecté et les ceufs quiil a entrainés, Ces weuls, apres
fixation, sont lavés, colorés et montés dans la glyeérine, la
lamelle étant soutenue par de petites cales en papier.

b. Préparation d’embryons de huit jours. — Les embryons
de cet dge sont arrivés dans les cornes ulérines ou ils com-
mencent & se fixer, Ils donnent liew par leur présence a de
petites saillies globuleuses qui forment, le long de la corne,
comme les grains d'un chapelet. On découpe la corne en
autant de segments qu'il y a de renflements et on fixe chacun
d'eux a l'aide d’épingles sur le fond de litge d'une cuvette, la
face mésomélriale du segment reposant directement sur le
litge. On verse alors du liquide de Kleinenberg dans la
cuvelle et 'on ouvre le segment utérin en l'attaquant par le
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bord opposé au mésométrium. Il faut aller avec beaucoup de
précaution pour éviter d'ouveir 'ceuf. Lorsque les luniques
utérines fendues le laissent bien voir, on les écarte et a aide
d'une spatule on peut détacher I'eufl qui n'est encore que
tres faiblement fixé & la muqueuse utérine, au niveau de l'in-
sertion du méso ; 'embryon est situé au centre du cercle sui-
vant lequel le blastoderme se soude & la paroi, et ¢'est juste-
ment pour cela que I'on recommande d’ouvrir I'utérus en un
point opposé a ce dernier. L'euf entier, fixé, est conservé dans
I'alcool. On peut aussi 'ouvrir suivant son équateur et ne
garder que la moitié contenant 'embryon, que l'on élale
comme il a été dit pour les blastodermes de poulel.

Chez les animaux de tres petite taille, comme la souris, on
peut fixer I'ulérus entier avec les embryons qu’il renferme et
ne dégager ceux-ci qu'apres la fixation, alors que les parties
fixées résistent mieux aux actions mécaniques, On peul aussi
laisser I'embryon en place et couper a la fois la corne ulérine
et 'ccul.

On peut assez souvent se procurer a I'abattoir des embryons
de vache, de brebis, de porc. Mais en général ces embryons
ont dépassé les premiers stades du développement, et le mode
de fixation que 'on emploiera dépendra évidemment de leur
taille. Il est, par exemple, inutile et mauvais de fixer par le
liquide de Kleinenberg des embryons dont le systéme osseux
commence a se développer (voy. p. 92); on prélérera alors le
sublimé ou le liquide de Flemming,

§ 2. — PREPARATION DES EMBRYONS

Les embryons recueillis comme il vient d'étre dit sont ensuite
soumis a diverses préparations, suivant leur grosseur. Les
embryons de lapin de huit a dix jours, les blastodermes de
poulet jusqu'au troisieme jour de 'incubation, sont montés en
entier ou débités en coupes ininterrompues d'une extrémité
a l'autre. On coupe encore en série allant de la téle a la
queue des embryons plus volumineux tels que des poulets du
cinquieme ou sixieme jour, des embryons de mammiféres de
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8 a 12 millimttres de longueur: mais au deld de cette taille on
traite les embryvons comme les animaux adultes, c¢'est-a-dire
que l'on fixe et que I'on prépare certains organes ou certaines
régions pris a part. |

1° Montage des embryons entiers. — Ce mode de prépa-
rafion est trés précieux, car il donne le moyen d'avoir des col-

Fiz. 111.
Blastoderme de pounlet de 23 heures (ligne prumitive, photographie).

&

lections d'embryons de divers dges montrant les délails de
leur structure d'une maniere parfaite. On peut voir en effet
par la figure 110, qui représente un blastoderme de poulet au
début du second jour d'incubation, que les principaux traits
de l'organisation de I'embryon sont trés aisément visibles,
bien que cette préparation ne soit pas colorée ni montée dans
le baume, ce qui Faméliorerait encore,

Pour laire ces sortes de préparations, on fixera les embryons
par le liquide de Kleinenberg et on Jes colorera par le carmin
boracique, puis on les montera dans la résine dammar (voy.
pour les détails, p. 186). Lorsque 'embryon atteint une certaine
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epaisseur, il est hon de placer sous les qualre coins de Ia
lamelle de petites cales en bristol qui empéchent celle-ci de
presser trop fortement sur lui. Ces préparations se conservent
fort bien; j'en posséde toulte une série datant de dix ans et
qui sont aussi nettes que le premier jour. Ce mode de prépa-
ration s'applique a tous les embryons dont la taille n'est pas
trop volumineuse. Un embryon de poulet de frois jonrs monté
de cette maniére montre trés nelle-

ment ses arcs branchiaux, la fente ':_*____ : |
choroidienne de la vésicule optique, o s

les étranglements du tube cardiaque, \
la vésicule allantoide, ete., ete. Les
embrvons de cette taille sont les
plus gros qui puissent élre préparés
ainsi,

Les préparations dont nous ve-
nons de parler sont non seulement
utiles pour montrer la structure
pour ainsi dire macroscopique des
embryons, mais elles se laissent élu-
dier a 'aide d'assez lorls grossisse-
ments et peuvent donner avee ces

derniers des résultats tres sahisfai- Fie. 119
= - F-‘- -
sants. De plus, elles sont indispen-  gbrvon de poulet de

sables dans certains cas pour inter- 450 heures (photographie).
préter les coupes. Avant de débiter

en coupes un embryon, on 'a examiné & 'aide d'un faible
grossissement et 'on s'est assuré qu’il reproduisait exacte-
ment I'élat de développement d'un embryon monté en entier,
Lorsquon en étudiera les coupes, il sera parfois trés utile
de pouvoir se reporter & la préparation totale afin de voir
quels organes une coupe passant dans une direction déterminée
@ pu rencontrer sur son passage.

2” Cﬂupes E]l Sél"‘iEE. —= ].:l |1lillrl'{.~ljll|] tlfl ':”I'I'I‘H"-.:; 11 :\':"ril":‘-
a seule permis d'amener 'embrvologie a 'état de développe-
ment que celte science a pris dans ces dernicres anndes,
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On peul les praliquer de diverses manieres.

a. Fization par le liquide de Kleinenbery, coloration en
masse, tnclusion el coupes. — Des embryons de pelite taille sont
lixés par la liqueur de Kleinenberg, puis colorés en masse au
carmin boracigque (voy. p. 186) et inclus dans la paraffine.
Ils doivent séjourner trés peu de temps dans le bain de paraf-

Fig. 113.
Blastoderme de poulet de 50 heures (photographie).

fine fondue : soit dix minutes environ dans la paraffine molle
el trois minutes dans la paraffine dure, pour un embryon de
poulet de vingt-quatre heures. On les place dans le moule de
paraffine de facon a les orienter aussi bien que possible par
rapport & l'une des faces du bloc. CVest la une condition
indispensable, car les coupes, si peu obliques qu’elles soient &
la direction désirée, sont trés défectueuses el difficiles & inter-
préter. Le plus souvent, pour les embryons trés ‘jeunes
(embryon de poulet de un a deux jours, de lapin de huit & dix
Jours), on fera des coupes transversales, qui sont les plus ins-
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tructives. Les coupes longitudinales sont plus facilement
obliques & cause de leur grande longueur et, parmi elles, celles-
& seules qui passent par l'axe de 'embryon sont vraiment
intéressantes,

Les coupes sont faites & 'aide du microtome a bascule de
Dumaige et, comme a cause de leur faible étendue et de Fhomo-
généité de la pitee elles ont peu de tendance a se plisser, il
n'est pas besoin de les recevoir sur l'eau et d'employer le

Fig. 114.

Embryon de poulet de 25 heures (coupe transversale de la région
dorsale, photographie).

collage a l'albumine. On peut se servie de la méthode sui-
vante proposée par ScorrLLipavy @ on fait un mélange dune
partie de collodion (non riciné) avec trois ou quatre parties
d'essence de girofle, suivant la consistance du collodion, Avee
une baguette de verre on élend ce mélange sur les lames en
une couche aussi mince que possible. On place les segments
du ruban de coupe sur cet enduit et on les y appligue
exactement en pressant légérement avee un pinceau. La lame
recouverte des coupes est alors portée sur I'éluve i 50 ou 55°;
la. paraffine fond el 'essence s'évapore ou se ramasse en
goutteleltes quiil est facile de faire couler en inclinant la lame.
[.es coupes sont parfaitement collées, 11 suffit alors d’enlever la

PRECIS DE TECHNIQUE HISTOLOGIQUE. 217
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paralfine par le xylol et 'on peut immédiatement monter dans
la résine dammar.

On voit que par ce proeédé la longue série de manipulations
qui succedent au collage des coupes, dans les piéces non
colorées en masse, est supprimdée. Cest la une raison pour
laire adopler cetle méthode toutes les fois qu'il sera possible,
c'est-d-dire lorsqu’il sagira d’embryons assez pelits dont les

v e St AR e ol el T

Fig. 115.
Embryon de poulet de 37 heures (coupe transversale de la région
dorsale, photographie).

coupes ne se plissent pas trop, et qui ont pu étre colorés en
masse.

b. Fixation par le liquide de Flemming, inclusion, colora-
tion. — Sil'on a fixé lesembryons par le liguide de Flemming,
il est difficile de les colorer en masse ; dans ce cas, on suivra
la marche ordinaire que nous avons indiquée a propos des
inclusions a la paraffine, c'est-i-dire que les coupes seront
collées & I'albumine, débarrassées de la paraffine, puis colorées
4 la safranine ou avec les autres couleurs d'aniline.

c. Direction des coupes. — On doit faire les coupes des
embryons suivant trois directions bien déterminées qui sont :
le plan vertical el médian de I'embryon, un plan perpendi-
culaire & son axe longitudinal, el un plan paralléle d sa face
antérieure ou ventrale,

i f..r.-‘ﬂ. .
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On a ainsi : 19 les coupes sagiltales, qui passent par le
plan vertical et médian de 'embryon ou parallelement & ce

E
r
,:;; Fig. 116,
Embryon de poulet de 48 heures (coupe transversale de la région
dorso-lombaire, photographie).
plan; 20 les coupes transversales, passant par un plan perpen-
diculaire & 'axe longitudinal de 'embryon ; 3° les coupes fron-
1 Fig. 117.
;4 Embryon de poulet de 8 heures (coupe transversale de la région
¥ dorsale, photographie).
~ lales, faites parallelement & la face antérieure on ventrale de
- l'embryon. Ces derniéres sont les moins usilées; les coupes
l
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sagiltales et les coupes transversales sont au contraire dun
usage constant.
Inrr.rfuﬁ ]|mh]-,nn est un peu déve lup[lt il présente des
' courbures qui rendent tres diffi-
cile 'exécution de coupes rigou-
reusement transversales. On peut
v remédier en le sectionnant en
trois fragments : céphalique, dorsal
et caudal, que I'on orientera cha-
cun de facon a avoir des coupes
transversales; ou bien on dispose
I'embryon entier de telle facon que
la région dorsale et lombaire qui
renferme les visceéres les plus im-
Les trails ronges  indiquent  Ja IHHII;!"H E;ﬂ.lit i.'}lf'l‘ll]lél} tl";lﬂl'i\'ﬂ[“SH]E"
direction des coupes, ment, tandis que la téte et la queue
seront coupées suivant la direction
frontale. La figure ci-contre indique suffisamment la direc-
hon des coupes dans ce cas.

Fig. 118.
Embryon de poulet de
& jours.

3. — RECONSTRUCTION DES EMBRYONS

I est parfois difficile -de se représenter les formes d'un
organe un pen compliqué avee le seul secours des coupes en
séries faites dans cet organe. Cest le cas par exemple pour le
cceur embryonnaire, pour le cerveau et pour beaucoup d’autres
parties,

Pour remédier i celte insuffisance des coupes, on a songé a
reconstruire 'embryon toul entier ou 'organe isolément, en
se servant de plaques de cire d'épaisseur convenable sur les-
quelles on dessine & un grossissement déterminé chacune des
coupes et que I'on découpe ensuite en suivant les contours
du dessin. En superposant ces plaques, on reforme un
embryon grossi d'une guantilé connue et sur lequel on peut
voir les organes modelés d’apres les coupes elles-mémes. Il va
sans dire que, pour donner des résultats exacts, les coupes en
séries doivent élre d'une épaisseur idenlique,
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Pour donner une idée suffisante de cette méthode nous

emprunterons i Borx les détails suivants

1° Fabrication des plaques de cire. — Les plaques de
cire doivent avoir une épaisseur déterminée, correspondant
au grossissement adopté. Supposons par exemple que Pon
emploie un grossissement de 60 fois el que les coupes aient
{ 50° de millimétre, 'épaissenr de la plagque de cire devra
étre de 4™m 20, Pour laire ces plaques, on coule la cire
sur de l'ean bouillante placée dans des vases métalliques
reclangulaires de dimensions approprides & celles des
plaques. La cire s'¢lale régulicrement sur l'eau el apres
relroidissement, la plagque de cire, d’épaisseur uniforme, se
détache des parois des vases d'ott il est facile de T'enlever. Les
dimensions des plagques en largeur et en longueur peuvent élre
variables, on les détermine suivant les dimensions des dessins
qui seront reportés sur elles. Quant i leur épaisseur, qui doil
élre fixe, on Pobtient aisément en délerminant par un simple
calcul le poids de cire qui doit étre employé & la confection de
chaque plaque. On sait en effet que la densité de la eire est
comprise entre 0,97 et 0,96 et qu’il est bon de la ramener
@ 0,95 en ajoutant un peud’essence de térébenthine. Cette den-
sité fournit, avec le volume connu de la plaque, Tes éléments du
calcul,

2 Dessin des coupes. — Avanl de [aire les coupes, on
commence d'abord & dessiner a la chambre claire le prolil de
I'embryon & un grossissement connu, afin d’en avoir loujours
sous les yeux l'image exacte, puis on dessine une i une les
coupes auw meéme grossissement, et, se servant d'un papier i
décalquer, on reporte chacune d'elles sur une plaque de cire,
e dessin unefois achevé, onposela plague de cire sur une lame
de bois tendre et, se servant d'un instrument lin, on enléve la
cire en dehors du contour extérieur et dans les cavilés
internes de 'embryon de telle maniére que les organes sont
en quelque sorle modelés. Si un organe se trouvait insuffi-
samment soutenu dans une plagque par ses liens naturels (tel
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que le mésentere par exemple), on peul laisser entre la paroi
et lui des travées de cire qui aideront & le maintenir en
place, :

3° Reconstruction proprement dite. — Une fois les diffié-
rentes plagques découpées individuellement comme il a é4é dit,
on a tous les éléments de la reconstruction. Il ne faut pas
oublier que celle-ci ne sera vraiment exacte qu'autant que les
coupes seronl elles-mémes plus régulitres et d'une épaisseur
plus uniforme.,

On superpose alors les plaques dans leur ordre de série el
pour les faire adhérer 'une al'autre, on badigeonne leur surface
avee un peu d'essence de térébenthine, S'il existe des ressauts
entre les contours de deux plagques superposées, on peut les
faire disparditre en passant sur eux une spatule légérement
chauffée et on modele ainsi P'embryon en faisant disparaitre
les irrégularités de la surface interne ou externe tenant & la
superposition des tranches successives.

Si l'on veul pouvoir extraire de 'ensemble une ou plusieurs
coupes conséculives, il suffit de coller & leur surface supé-
rieure et inférieure une feuille de papier, et on peut les enle-
ver ou les remettre en place d volonté,

D'autre part, on peul laisser dans la paroi du corps des
vides ménagés de facon & laisser voir les parties infernes.

LLa méthode de reconstruction, longue et difficile & mener i
bien, a donné¢ & Boryx des résultats trés précieux pour Iétude
du développement du ceeur. Elle fournit un des moyens de
démonstration pour I'enseignement.

-
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