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PREFACE DE M. RANVIER

Les auleurs de ce livre m’ont demandé de les présentes
au public. Ils sont trop modestes, car ils sont parfaitement
connus de tous ceux qui s’occupent de sciences biologiques.

Ils diront comment ils ont fait leur ouvrage, comment
ils ont été conduits a collaborer.J’ajouterai que cette colla-
boration a été heureuse el que I'ceuvre qui en est sortie
rendra de grands services.

La technique histologique, depuis quelques années, a
fait de notables progres et a beaucoup étendu son domaine.
Les zoologistes et les embryologistes lui ont emprunté ses
méthodes et les ont modifiées quelquefois pour les mettre
enrapport avec la nature de leurs recherches. Leur but,
en effel, esl un peu différent de celui que poursuivent les
histologistes; ils sonl intéressés moins par la structure des
tissus qui composent les animaux complétement formés ou
en voie de développement que par la disposition et la
signification morphologique de leurs organes. Or les
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embryons, el souvent les plus intéressants parmi les ani-
maux sans verleébres, sont trop petits, trop délicats, trop
mous ou {rop friables pour que I'on puisse les anatomiser
ulilement par la simple dissection. Il a fallu, par des pro-
cédés ingénieux el & l'aide d’inslruments perfectionnés,
faire violence & la nature pour lui arracher ses secrets.
Les biologistes, a I'exemple de Prométhée,le sublime voleur,
doivent pénétrer dans le sanctuaire pour y dérober le feu
sacré. Ils peuvent y aller sans crainle : Jupiler n'est plus la
pour les clouer sur le rocher, et MM. Bolles Lee et Hen-

neguy leur serviront de guides.

Paris, le 21 novembre 1886.

L. Ranvigr.



AVANT - PROPOS

L’année derniére, M. Arthur Bolles Lee publiait en Angle-
terre un excellent livre ayant pour titre : « The Microlomist’s
Vade-Mecum » (1), renfermant la plupart des méthodes tech-
niques employées en analomie microscopique et principale-
ment les méthodes modernes en usage a la Station zoologique
de Naples et dans les laboratoires d’Allemagne et d’Angle-
terre. Heureux de trouver réunis dans ce petit volume, et
intelligemment groupés, les renseignements que j'avais éLé
obligé de cliercher laborieusement dans les nombreux mé-
moires ou ils se trouvent disséminés, je pensai qu'il serait utile
de faire profiter les histologistes francais du travail conscien-
cieux de M. Bolles Lee, et je proposai a 'auteur de faire tra-
duire son ouvrage.

La réponse de M. Bolles Lec fut des plus aimables. Non seu-
lement il consentait a laisser publier une édition francaise de
son Vade-Mecum, mais encore il voulait bien en faire lui-méme
la traduclion, en modifiant plusieurs parties de I'ouvrage, et
me demandait de me charger de la rédaction de quelques cha-
pitres trop peu développés dans I’édition anglaise, chapitres

{1). The Microtomist's Vade-Mecum, a handbook of the methods of micros-
cpic Anatcmy, by Aatiur Bouies Lee, London, J. and A. Churchill, 1883
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que mes études spéciales me permetlaient de traiter avecAllﬂe
certaine expérience. Dans de semblables conditions, ma tache
devenait aussi facile qu’agréable. ‘ .

T présent volume n’est donc pas une simple traduction du
« Microtomist’s Vade-Mecum ». L’ouvrage a été mis au cou~
rant des acquisitions les plus récentes de la technique micro-
scopique. Certainesméthodes surannéeset plusieurs formulesde
réactifs infideles ont 6t6 supprimées. Il en a été de méme du
chapitre relatif a la bactériologie, qui, pour étre complet,
aurait comporté un développement hors de proportions avec
celui des autres parties. Cette suppression était du reste tout
indiquée, I'étude des Microbes étant du domaine de I'anatomie
pathologique, et ses méthodes se trouvant maintenant expo-
sées dans des traités spéciaux. Plusieurs chapitres ont été, au
contraire, entierement remaniés et tres étendus, tels que ceux
relatifs & 'embryologie, a la cytologie, aux centres ner-
veux, etc.

Notre traité n’est pas destiné aux débutants qui n’ont jamais
manié le microscope; il ne renferme pas, en effet, la des-
cription des instruments ni la maniéere de s’en servir, descrip-
tion qui tient une large place, trop large peut-étre, dans la
plupart des traités de micrographie publiés jusqu’a ce jour. Il
s’adresse aux travailleurs, a tous ceux qui font des prépara-
tions microscopiques, soit pour I'étude, soit pour des recher-
ches originales. Sa place est sur la table de travail, comme
celle du Formulaire de thérapeutique est sur le bureau ou dans
la poche du praticien. Il renferme a la fois la grammaire et
le dictionnaire de la technique microscopique. Des tables tres
détaillées permettent de trouver facilement et rapidement le
renseignement cherché.

La premiere partie comprend les méthodes générales de
I'anatomie microscopique applicables aux tissus animaux °
ﬁ-xation, durcissement, coloration, inclusions, coupes, injec-
lions, macérations, etc. A chacune de ces opérations corres-
pondent les réactifs employés, leur action, leur formule et leur
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gnode de préparaii@. Jajouterai que toutes les citalions ont
¢té ;ﬁ'ises;"d’ul’ani'que possible, aux sources mémes; que celles-
ci so‘nlimﬁciuées ayec le plus grand soin] afin que le lecteur
puissé, en cas de besoin, recourir au lexte original ; que beau-
colip des méthodes que nous donnons ont 616 en outre vérifiées
expérimentalement par nous-mémes, et qu’enfin plusieurs sont
nouvelles ou encore inédites. %

La seconde partie est consacrée a l'exposé de quelques
méthodes spéciales, embryologiques et histologiques, pouvant
servir de guides pour les recherches & entreprendre aussi bien
sur les Invertébrés que sur les Vertébrés. Nous avons insisté
surtout sur les méthodes nouvelles, renvoyant le lecteur, pour
tout ce qui est classique, au remarquable Traité de notre émi-
nent maitre M. le professeur Ranviee.

Je tiecns 4 remercier M. Bolles Lee de I'honneur qu’il m’a
fait de vouloir bien me considérer comme son collaborateur,
quoique mon réle se soit borné, en somme, a la rédaction des
méthodes relatives & I'embryologie, 4 la cytologie et aux prc-
tozoaires, ¢t & la revision de la traduction faite par 'autenr
Cette faible part de collaboration me permet de dire que
M. Bolles Lee aura rendu un grand service anx histologistes
en codifiant, pour ainsi dire, la technique moderne.

L.-F. Henneery,

Paris, e :6 10vembre 1886.






TRAITE DES METHODES TECHNIQUES

DE L’ANATOMIE MICROSCOPIQUE

PREMIERE PARTIE

METHODES GENERALES ET REACTIFS

CHAPITRE PREMIER
INTRODUCTION

1. Aprés un examen superficiel des pages qui vont suivre, le
lecteur novice pourrait bien éprouver un moment d'embarras a la
vue des nombreuses méthodes et formules que nous nous proposons
de lui faire connaitre. Qu'il se rassure! Nous allons essayer, moyen-
nant un groupement rationnel de nos matériaux, d'introduire un
peu d’ordre dans ce dédale apparent. En effet, la plupart de ces
procédés, qui paraissént étre faits pour effrayer par leur nombre
et leur désordre, ne sont que des procédés accessoires, destinés a
élucider des détails trés spéciaux ; beaucoup d’entre eux s'emploient
tres rarement, et tous viennent se grouper naturellement autour de
deux ou trois méthodes normales, typiques.

Nous distinguons d'abord une méthode d'importance capitale,
dont l'emploi est obligatoire dans I’étude de toutes les questions
d’anatomie microscopique ou il s’agit de rapports topographiques,
et qui peut également étre employée avec avantage dans beaucoup
d’autres recherches; c'est la méthode dile des coupes en séries.
Quoique les détails de I'application de cette méthode puissent varier
beaucoup, elle consiste toujours essendiellement en ceci, qu'on fize
d'abord avec soin les objets & étudier, qu'on les colore avec un colo-
rant nucléaire, qu'on les déshydrate soigneusement a I'alcool, qu'on
les enrobe dans une masse d’inclusion, et qu'on les débite en séries de
coupes qu'on monte dans le baume de Canada ou dans quelque milieu
semblable. :

ANAT. MICROSC. 1
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Il ¢ a unanimité parmi les zootomistes modernes pour rec‘om-laitre
I'importance capitale de cette méthode, dont les points principaux
sont les suivants :

1° La fixation soigneuse des tissus — détail qui était générale-
ment négligé par les anciens anatomistes; -

9 L avantage qu'il y a a travailler avec des préparz'ltlons déshy
dratées au lieu de préparations faites dans les liquides aqueux,
moins favorables a la conservation permanente des tissus et qu’on
préconisait dans les premiers temps;

3> L'emploi non seulement de coupes, mals encore de coupes
faites en séries parfaitement réguliéres & l'aide d’'un microtome —
pralique qui a, surtout pour les problémes d’embryogénie, une
importance sur laquelle on ne saurait trop insister.

Viennent ensuite les procédés s’appliquant a I'étude d'objets qu'il
n'y a pas avanlage a examiner par coupes microtomiques; nous les
ramenons 4 deux méthodes normales et typiques : la méthode de
préparation par déshydratation, etla méthode de préparation par la
voie humide. La premitre de ces mélhodes est d'application géné-
rale; la seconde s’applique surtout a 'examen de tissus frais, dans
le but de connaitre leur structure avant qu’elle ait été altérée par
I'effet de réactifs qui leur enlévent leur cau naturelle. Dans la pra-
tique de 1'une ou de l'autre de ces méthodes, on a soin de ne pas
négliger la fixation préalable des tissus, si 'on désire les soumettre
a une préparation ultérieure quelconque; et, dans la majorité des
cas, on les colore avec un colorant nucléaire. Mais, suivant la pre-
miére méthode, on déshydrate les objets pour les étudier dans le
baume ou quelque milieu semblable, qui sert également a les con
server en préparations permanentes; suivant la seconde, les colora-
tions, les lavages, et toutes les opérations préliminaires, de méme
que la conservalion définitive, se font avec des milieux aqueux.

Par l'une ou l'autre de ces méthodes, 'anatomiste ébauche son
travail, et souvent méme l'achéve. Ensuite vient, s'il y a lieu, 1'é-
tude de points spéciaux a l'aide de méthodes spéciales, telles que
Iexamen des éléments des tissus & 1'état vivant et in situ, ou bien
dans des « liquides indifférenis »; telles aussi que I'emploi de colo-
rants divers, ou la dissociation par des procédés mécaniques ou par
la macération. *

Nous allons essayer de donner dans ce chapitre une description
suffisante de ces méthodes générales, et nous réserverons pour des

chapitres spéciaux la discussion des points de détail et des procé-
dés auxiliaires.
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2. Placons-nous maintenant & un autre point de vue, et deman-
dons-nous ce que peuvent avoir de commun les trois sortes de
méthodes que nous venons de distinguer, — nous effectuerons
encore une simplification importante. Dans la technique de n’im-
purte quel genre de recherche microtomique on peut distinguer
deux étapes : — la préparation préalable; — el la préparation ulté-
rieure. Or, la préparation préalable est essentiellement identique
dans toutes les méthodes; les divergences se montrent surlout dans
les détails de la préparation ultérieure. Par préparation préalable
nous entendens cet ensemble de manipulations que les naturalistes
allemands appellent Gonservirungsmethoden, et qui a pour but effec-
tivement de rendre les tissus propres & se conserver a travers toutes
les opérations ultérieures auxquelles ils doivent étre soumis. Celte
étape comprend : 1° I'opération de tuer d'une maniére approprice
I'animal & étudier; 2° la fixation des tissus; 3° les lavages et autres
manipulations ayant pour but de les débarrasser de 'agent fixateur
et de remplacer ce dernier par un liquide conservateur ou par tout
autre réactif qu’on désire employer.

Nous renvoyons d un paragraphe spécial (n® 12) la considération
des diverses maniéres de tuer les animaux & étudier, — sujet qui
est, du reste, trés important, — et nous passerons a la description
générale des autres opérations de la préparation préalable.

3. La préparation d'un organisme ou d'un tissu quelconque doit
toujours débuter par la fixation de ses éléments. Le mot firation
implique deux choses : les éléments doivent étre tués avec une rapi-
dité suffisante pour ne pas leur laisserle temps de changer de forme
ou de quitter I'attitude qui leur est propre pendant la vie; - et ils
doivent ¢n méme temps acquérir, par 'effet du réactif, nn degré de
durcissement qui les melite en état de résister a toutes les manipn-
lations subséquentes et a 'action des réactifs les plus divers, sans se
défornier. On ne saurait trop insister sur ce point, qui est d'une im-
portance capilale. Sans une bonne fixation, les objets ne sauraient
fournir ni de bonnes colorations, ni de bonnes coupes, ni aucune autre
sorte de préparations ayant de la valeur.

Lobjet ayant été soumis a l'action dg 1'un des agents fixateurs que
nous allons étudier dans le chapitg@isuivant, il est, en général,
nécessaire de Ini faire subir un lavage soigné, dans le but d’éloigner
des tissus jusqu'aux moindres traces de I'agent fixateur. Cela est
nécessaire d'abord parce qu’une action trop prolongée des substances
coagulantes dont on se sert pour fixer serait préjudiciable a la
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conservation des ¢léments, puis aussi parce qu’il est en général
nécessaire de le faire dans lintérét des procédés de coloration et
d’imbibition avec des milieux d’une réfringence voulue dont on se
servira plus tard. La maniére dont ces lavages doivent se faire n’est
point indifférente. Si l'on a fixé a 'acide osmique ou a I'acide chro-
mique, le lavage se fait généralement a l'eau. Mais si I'on a fixé avec
I'acide picrique, il est nécessaire d’éviter de laisser agir 'eau sur les
tissus, et on la remplace par l'alcool. La pratique se fonde ici non
seulement sur des considérations relatives aux diverses solubilités
des réactifs en question, mais aussi sur des considérations d’un
tout autre ordre, et qui sont les suivantes. Les acides que nous
avons mentionnés en premier lieu, de méme que tous les composés
des inétaux lourds dont on se sert comme agents fixateurs, paraissent
former des combinaisons chimiques avec les €éléments des tissus,
qu’ils rendent insolubles dans I'eau; de sorte que le durcissement
opéré par ces réactifs peut résister au traitement par 1'eau. L’acide
picrique, au contraire, ne parait nullement entrer en une combinai-
son semblable avec les éléments des tissus, et ne leur donne pas de
durcissement persistant. Si on fait le lavage a I’eau, 1'acide se laisse
entierement enlever, tout en laissant les tissus dans un état mou
dans lequel ils subissent I'action nuisible de I'eau qui les gontle et
les désagrege. Heureusement, I'alcool sert & enlever I'acide et a dur-
cir les éléments en méme temps. Nous aurons soin d'indiquer la
manic¢re dont il convient de faire les lavages pour chacun des réactifs
fixateurs dont nous traiterons.

4. (Vest maintenant que, dans la plupart des cas, on procéde a la
coloration des tissus. On peut bienajourner cette opération, et colorer
en cCétail apres que les coupes ou lesdissections nécessaires auront été
faites. Cela peut méme étre rendu nécessaire par certaines considé-
rations, telles que le trop grand volume de I'objet, qui peut faire
obstacle a la coloration en masse; ou bien la nécessité de contrdler
de prés la coloration et la décoloration, ainsi qu’il faut le faire si
I'on désire pratiquer des colorations nucléaires selon la méthode
Baattcher-lle.rmann, avec des couleurs d’aniline. Mais, toutes les fois
que ces considérations n'existent pas, nous recommandons de colorer
en masse, et aussitot que possible apres que le réactif fixateur aura
fété enlevé par le lavage. C'est d’abord beaucoup plus commode puis
il y a d'autres raisons, plus sérieuses, en faveur de cette manié’re de
procéder. Nous ferons remarquer quen général les colorations
donnent desrésultats heaucoup plus précis avec des objets qui n’ont
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subi que peu ou point I'action de 1'alcool; puis, qu'en colorant a ce
moment-ci nous pouvons employer des solutions aqueuses ou faible-
ment alcooliques avec beaucoup moins d’inconvénients que si nous
opérions sur des objets ayant séjourné dans de l'alcool. Car, si 1’on
remet dane de 'eau dcs tissus qui ont séjourné dans de I'alcool, on
y délermine des courants de diffusion dont la violence est quelque-
fois assez grande pour détacher et emporter des groupes entiers
d’éléments; on y provoque des gonflements qui déforment les tissus
délicats; et, pour peu que I'immersion dans le milieu aqueux soit
prolongée, on détermine la macéralion des tissus. Cet inconvénient
se fait surtout sentir lorsqu’on veut colorer des coupes faites dans
la paraffine et collées en série sur le porte-objets. Les coupes s'im-
bibent d’eau, se gonflent, et se soulévent en formant des plis qui
peuvent rendre la préparation parfaitement inutile. Et 1'emploi
des teintures alcooliques ne suffit pas pour parer a cet inconvé-
nient.

Nous ne voulons pas maintenant nous étendre davantage sur le
sujet des colorations, sujet qui sera traité exr professo dans le cha-
pitre V1II. Mais les considérations précédentes nous améncnt cepen-
dant A placer ici un mot d’explication au sujet de 1'emploi de solution~
alenoliques pour les colorations. On comprendra facilement que pour
colorer en masse des objets volumincux, ou bien des objets qui par
suite de leur composition histologique ne se laissent pénélrer
qw’avec peine par des solutions aqueuses, tels quc sont par exeumple
les organes chitineux, il y a grand avantage a se servir de solutions
alcooliques, a cause de leur puissance supérieure de pénétration.
Ces solutions permettent de colorer en masse des objets dont Tinté-
rieur ne pourrait en aucun laps de temps étre attcint par des solu-
tions aqueuses; elles agissent pour la méme raison, en tout cas,
beaucoup plus vite; et si 'on- veut colorer lentement, ce qui est
souvent trés désirable, quelquefuis nécessaire, on peut y laisser les
tissus les plus délicats, pendant un temps aussi long que P'on veut,
sans crainte de les voir souffrir.

En régle générale, donc, il convient d’employer des teintures
alcooliques toutes les fois que le traitement par l'alcool a fait partic
de la préparation préalable. Ce cas se présente souvent, puisque
I'on fait un usage fréquent de réactifs fixateurs (tels que l'acide pi--
crique ou l'acide nitrique) qu’il faut enlever par I'alcool.

Il est cependant certains cas exceplionnels dans lesquels 'emploi
de solutions aquenses parait indiqué, méme apres l'alcool. Ainsi,
Paul Mayer fait observer (ue pour certains animaux il est nécessaire
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de faire gonfler leurs tissus par la réimbibition avec I'eau pour ob-
tenir l'effet voulu du réactif colorant. Lang a trouvé qu'il étaitimpos-
sible de colorer les Turbellariés autrement qu'avec le mélange aqueux
de picro-carmin et d’éosine qu'il a indiqué. L’action de l’eau-ne
parait pas élre sérieusement nuisible & des tissus qui ont été bien
durcis a I'acide chromique. De plus, certaines solutions aqueuses
paraissent étre sous ce rapport moins préjudiciables que d’autres.
Mayer trouve que le picro-carmin est moins nuisible que les autres
colorants aqueux, ce qu'il attribue a I'acide picrique contenu dans
ce réaclif; et bien des analomistes ont trouvé que le carmin & l'alun
peut s’employer aprés l'alcool avee des résultats excellents. Nous
aurons soin d'indiquer ces cas, lorsqu'ils se présenteront, dans la
partie spéciale de notre ouvrage.

5. La coloralion une fois faite, il =e peut que la préparation se
trouve bien prés d’étre achevée. Si I'on ne désire faire ni coupes, ni
dissections, il ne reste plus qu’a transporter I'objel dans le liquide
« additionnel » ou conservateur dans lequel on veut 'étudier ou le
con=erver, et le monler sur porte-objets en préparation permanente
ou lemporaire. Nous parlerons an long de ces liquides dans les
chapitres XXV et XXVI, mais ici nous croyons devoir faire une
remarque trés importante sur la maniére dont ce transport doit se
faire. Toutes les fois que I'on désire transporter un objet dans un
liquide d’une densité différente de celle dn liquide ov il se trouve, il
est important que le changement se fasse aussi graduellement que
possible. C’estla senle maniére d’éviter la produaction de ces osmoses
el de cex violents courants de diffusion contre lesquels nous avons
mix plus haut le lecteur sur ses gardes.

N'il s'agit de porter I'objet dans un liquide moins dense que celui
ott il s¢ trouve, il faut, autant que possible, le faire passer par des
bains successifs de mélanges des deux liquides qui contiennent une
proportion toujours croissante du deuxiéme liquide. Veut-on passer
de I'eau & V'aleool fort, il ext bon de passer par des bains successifs
d’alcool au ticrs, d'alcool & 70 p. 100, d’alcool a 90 p- 100 et finale-
ment d'alcool i 95 p. 100 (cela vaut mieux que d’ajouter par petites
qugnlilés de T'alcool fort & 1'eau oi se trouve la préparation, procédé
qui donne lieu 4 un dégagement de bulles d’air dans le liquide, ce
qui est & éviter). Veut-on transporter dans de 1'aleool & 70 ou & 90
P- 100 un objet qu'on vient de fixer avec V'acide picro-sulfurique,
on aura .Mfin d’y porter U'objet au moyen d’une pipette ou d'une
petite cuillere, de sorte qu'il se trouve enveloppé dans une petite
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atmosphére de liquide aqueux a laquelle Valcool ne se mélera
que lentement. Si, au contraire, il s’agit de porter I'objet dans un
liquide plus dense que celui ou il se trouve, on emploiera, selon les
cas, soit la méthode de bains successifs de liquides mélangés, ou
bien I'élégante méthode de Giesbrecht, que nous expliquons au
ne 307.

6. Aprés cette digression, revenons un moment sur nos pas. 1l
était question, au commencement du paragraphc précédent, de
Vachévement de la préparation d’objets qui ne demandent pas & étre
débités en coupes. Nous avons déja fait observer que ces sortes de
préparations se font selon deux principes essentiellement opposés.
Nous distinguons des préparalions faites parla voie humide, et des
préparations faites par déshydratation. Un objet conservé dans la
glycérine diluée est un exemple de la premiére de ces méthodes;
un objet monté dans le baume, un exemple de la deuxiéme. On doit
nécessairement employer la méthode de préparation par la voie
“humide toutes les fois qu'il s’agit d'étudier I'objet dans un milieu
n’ayant pas la trés haute réfringence des résines que nous sommes
obligés d’employer pour la conservation des préparations déshydra-
tées, et méme toutes les fois qu'il est indispensable d’éviter autant
que possible le ratatinement des éléments qui accornpagne toujours,
nonobstant toutes les précautions, la déshydratation des tissus. Mais,
toutes les fois qu'il n’existe pas de semblables raisons pour préférer
la voie humide, il convient d’employer la méthode de déshydrata-
tion. Nous voulons dire que, dans la technique moderne, la méthode
de préparation par déshydratation est la méthode principale, et la
méthode de préparation par la voie humide, la méthode accessoire.
Et il en est ainsi pour deux motifs. On trouve en général, & part les
exceptions que nous avons indiquées, que les préparations au baume,
convenablement faites, montrent mieux les rapports des éléments et
donnent des vues d’ensemble plus instructives que les préparations
faites dans les milieux aqueux; et I'on trouve en tout cas et sans
aucune exception qu'elles se conservent infiniment mieux en prépa-
rations permanentes. Il est aujourd'hui reconnu que I'éloignement
aussi complet que possible de I'eau des tissus est essentiel pour la
permanence de la conservation.

7. Nous renvoyons aux chapitres XXV et XXVI I'examen détaillé
des divers liquides et autres milieux employés puur I'étude et la
conservation des préparations, et au chapitre XXI (« METHODES DIN-
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cLUsION ») l'exposition générale et détaillée de la pratique normale
des coupes.

Les coupes une fois obtenues, il ne reste plus qu'a en €loigner la
paraffine au moyen d’un dissolvant convenable, et & les monter
dans le baume. Cela se fait en général a I'aide du collage des coupes
en séries sur le porte-objets. Les coupes ayant été faites & sec, c'est-
a-dire sans que le rasoir ait été mouillé pendant qu’elles se faisaient,
sont rangées en ordre sur un porte-objets enduit de collodion ou de
'une des autres substances qui ont été préconisées a cet effet, de la
facon que nous expliquerons au chapitre XXIV. On porte alors le
tout a la température de fusion dec la paraffine, on chasse la paraf-
fine fondue avec une goutte d'un dissolvant convenable /du xylol,
par cxemple), on ajoute une goutte de baume du Canada et un
couvre-objets; la préparation est alors terminée.

On peut également colorer sur le porte-objets les coupes qui v
ont été tixées par ce procédé, comme nous le dirons plus tard. C'est
13 une méthode qui peut rendre de grands services pour les cas de
coupcs dont on désire conserver 'ordre successif, et qui ont été faites
sur un objet qu’on n'a pas pu colorer en masse. Nous ne la recom-
mandons toutefois pas comme méthode générale; car clle a ce grand
inconvénient, que les coupes s’imbibent de I'cau des solutions colo-
rantes, se gonflent, et se souléevent snuvent en des plis qui ne dispa-
raissent pas par le traitement subséquent avee de 1’al:ool.



CHAPITRE II

METHODES DE FIXATION

8. Par le mot fization des tissus, on a coulume d’entendre les
diverses opérations qui onl pour effet de tuer d’une facon instantanée
les élémenls anatomiques, tout en leur conservant la forme qu’ilx
possédaient pendant la vie, et en leur prétant un degré de durcisse-
ment artificiel qui leur permel de subir sans se déformer I'action des
substances colorantes, durcissantes, éclaircissantes, isolantes, enro-
bantes — en un mot, toutes les manipulations ¢himiques et physi-
ques qu’on désire meltre en ceuvre pendant le cours de la prépara-
tion ultérieure.

Voici un exemple qui servira & faire comprendre I'utilité des agents
fixateurs. Si I'on traite une portion de réline vivante soit avec de
Uhumeur aqueuse de I'eil, soit avec du sérum, soit avec n’im-
porte lequel des liquides dils indifférents des micrographes, on
avec I'une ou l'autre des liquenrs conservatrices qu'on emploie
pour Ja conservation permanenle des pieces histologiques, on
trouve invariablement que les cOnes et balonnets ne conservent (ue
pendant un temps trés courl I'apparence qu'ils ont pendant la
vie: apres quelques minutes au plus, on voit commencer une série
de cliangements post mortem, a la suile desquels les segments
externes soit des cones soit des bédlonnels se brisent en un certain
nombre de disques ct deviennent 2 la fin désintégrés au point d'étre
entierement détruits. Puis encore, dans la méme préparation, on
observera qu’en un lemps tout aussi conrt les fibrilles nervenses, de
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lissex qu’'elles étaient pendant la vie, deviennent variqueuses, présen-
tant un grand nombre de nceeuds fusiformes, pour ne point parler
des autres altérations post mortem qu’elles subissent. Si, au contraire,
nous traitons une rétine vivante avec nne solution concentrée d’acide
osmique, nous trouverons, apiés vingl-quatre heures, que la totalité
des cones et des batonnets est parfaitement conservée, et que les
fibrilles nervenses ne montrent que peu on point de varicosités. Et
apres ce durcissement préliminaire nous pouvons traiter la rétine
avec de l'eau (procédé quiruinerait entiérement nne rétine non fixée),
nous pouvons méme la laver dans de I'cau pendant des jours entiers,
sans qu’elle en souffre; nous pouvons la colorer, la durcir, la déshy-
drater, Penrober, la couper au microtome, et monter lex coupes dans
un milicu résineux ou aqueux, sans que ses ¢lémenis aient éprouvé
d’altération sérieuse par suite de ces manipulations.

11 résulte de tout ece que nous venons de dire que la fixation des
fissus est la condition sine qua non de toute préparation a laquelle
on veut donner une valeur scientifique (noux parlons de préparations
normales de parties molles, cela va de soi). « On a proposé depuis
longtemps des liquides qui auraient la propriété de conserver indé-
finiment les tissnus qu'on v a mix a I'état frais; mais, en réalité,
aucun de ces liquides ne possede ces avantages. Il n’est pas a dire
pour cla qu'on ne puisse avoir des préparations persistantes des
¢léments de I'organisme méme les plus délicats; pour atteindre ce
but, il convient d’employer non pas un seul liquide conservateur,
mais unc série de réactifs, dont les uns servent a fixer les éléments
danx leur forme et a les rendre plus ou moins inaltérables, d’autres

iles colorer, d’autres enfin & les mettre a 1'abri de modifications
ultérieures. » [Ranvier.)

9. Tout‘agent fixateur devrait posséder lex propriétés suivantes :
tuer aussi rapidement que possible; ne pas exercer sur les tissus
(l’act!on chimique nuisible; causer le moins possible le ratatinement
d‘es: tssnx; et ne pas avoir des effets qui puissent nuire aux opéra-
t!ons ultéricures, comme cela arrive par exemple lorsqu'on pra-
Gique la fixation avee des substances qui noireissent les tissus, ou
les rendent cassants, ou hicn qui les empéchent de donner les
réactions voulues avee les solutions eolorantes. Nous croyons qu’au-
cnn des fixatenrs connus n'est exempt de la totalité de ces défauts;
on en est réduit & choisir pour chaque cas particulier la méthode

dont les imperfections sont les moins génantes pour le but que I'on
e propose.
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10. Classification des agents fixateurs. — Les agents fixateurs
sonl, ou bien un agent physique — la chaleur — ou des substances
qui, agissant apparemment d'une facon chimique,. probablement en
déshydratant les tissus, produisent une coagulation rapide de leurs
principes constiluants albuminoides, gélatineux ou muqueux. Au
point de vue chimique, ces subslances se trouvent étre certains
oxydes, des acides minéraux et organiques, cerlains sels-des métaux
lourds, certains chlorures, 'iode, I'alcool. Au point de vue pratique,
il conviendra de grouper ces substances de diverses facons. S'agit-il
d’obtenir une bonne fixalion, ce sont I'acide osmique, 1'acide chro-
mique, et surtout les mélanges de ces deux substances, puis le
chlorure d’or et le perchlorure de fer, qui tiennent le premier rang.
S'agit-il, au contraire, d'une grande puissance de pénétration, telle
que le demande la fixation des piéces trés volumineuses, on préfé-
rera dans beaucoup de cas i lous ces réactifs un melange picrique.
S'agit-il enfin, comme c'est en général le cas, de pouvoir produire
ensuite de belles colorations, sans trop de peine, par les méthodes
ordinaires, on lrouvera que ces réactifs se groupent-a peu pres
comme suit (nous ne citons ici que les réactifs qui sont d’un emploi
général) :

Fizaleurs qui ne génent pas les Firateurs qui génent les colorations.
colorations.
Chaleur. Acide chromique.
Alcool. Chromate d'ammoniaque.
Sublimé corrosif. Bichromate de potassc.
Acide nitrique. Perchlorure de fer.
Nitrate d'argent en solution faible. Nitrate d'argent en solution forte.
Osmium en vapeur. Osmium eu solution.
Acide picrique et mélanges picriques.  Chlorure de palladium.
Solution de Merkel. Chlorure d'or.

Sels d'uranium.

En donnant cette liste, nons ne voulons nullement donner a enten-
dre que I'eniploi des réactifs mentionnés dans la liste de droite porle
atteinle & la qualité des colorations qu'on peut obtenir ensuile par
les procédés ordinaires; mais uniquement qu'ils rendent les proce-
déx de coloration plus ou moins incertains, et quelquefois, comme
dans le cas de fixation prolongée par l'acide chromique suivie de
coloration par le carmin, tellement difficiles que l'opérateur se voil
obligé de renoncer & la coloration, on & se rabattre sur les coulenrs
d'aniline, qui ne conviennent cependant qu'a une classe trés limitée
d’objets.
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L’acide osmique est, de tous points, I'un des 1'neil[eurs ,ﬁxateurs
qui soient connus; mais, outre qu’il a l'inconvénient de ’sattacher
obstinément aux éléments des tissus d’ou I'on ne peut le déloger que
difficilement par des lavages répétés et on il a une grande tendan(':e
& se réduire et A noircir les préparations; il a aussi le défaat d’avoir
nne tres faible puissance de pénétration, ee qui fait qu'il ne convient
en aucune facon pour des objets tant soit peu volumineux. Le chlo-
rure d’'or a le méme défaut de se réduire dans les tissus de la
facon la plus capricieuse, et de nuire aux colorations & un degré
qui en rend U'emploi impossible pour le travail ordinaire.

Dans la plupart des cas, il convient done, ponr des raisons de ce
genre, de choisir un réactif qui n’a peut-étre pas les éminentes
qualités de fidélité de fixation que possédent 'osmium et l'acide
chromique, mais qui, en ne mettant pas dobslacle aux opérations
ultérieares, donune en définitive des préparations plus généralement
utiles. Tels sont les mélanges picriques et I'acide nitrique, qui se
laissent entiérement enlever des tissus par le lavage a l'alcool, et
permettent d’obtenir facilement les colorations les plus précises;
tel est le xublimé corrosif, qui, loin de géner les colorations, les
facilite en agissant comme mordant. I’alcool est un réactif des plus
agréables i employer, et peut rendre des services dans des cas qui
ne demandent pas une fidélité minutieuse de fixation. La solution de
Merkel e<t un excellent réactif pour les picces petites et délicates,
mais son action est trop peu cnergique puur que nous puissions la
recommander pour le travail ordinaire. Les sels chromiques sont
quelquefois excellents, et sont tout spécialement indiqués pour la
préparation dex centres nerveux des Verlébrés. Le perchlornre defer
a une action des plus ¢nergiques et rend de grands services pour
I'étude des Infusoires et pour tous les cas on il est important de con-
server fidélement des cils ou des ~trnctures psendopodiales. Le
nitrate d’argent ost excellent pour I'étude des épithéliums, mais n’est
gueére susceptible d’autre emploi comme fixateur,

I osmium en vapeur, également, ne peut guére etre employé que
pour des stractures membraneuses o, du moins, trés petites, La
chaleur donne des résultats qui laissent un peu a désirer sous le rap-
portde la conservation des détajls delicats;on ne s'en sert done qu’'en
vas de nécessite absolue,

On hésite a formuler des régles générales en une matiére ou il ya

tant d’exceptions obligées, Nons dirons cependant quiil y a quatre
de ces reaclilx qui sont généralement employés pour les travaux
ordinaires d'anatomie microscopique o d’enibryologie : ce sont
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l'acide osmique pour les petits objets; et, pour les piéces plus volu-
mineuses, 'acide picrique (sous forme de liqueur de Kleinenberg),
le sublimé corrosif, et 'acide nitrique d’Altmann. Nous ajouterons
que, pour notre part, nous mettrions volontiers dans cette catégorie
le mélange chromo-acéto-osmique de Flemming (formule modifiée de
Fol, n° 19); c'est un réactif qui mérite toute confiance.

e

11. Pratique des fixations. —Lesagentsfixateurs s’emploientsoit a
I'état de liquides, soit a 1'état de vapeurs. Nous ne connaissons que
osmium qui soit généralement employé de cette derniére facon;
cependant I'alcool et I'acide sulfureux ont été récemment employés
a I'état de vapeur avec fruit par Gilson et Carnoy, et nous ne serions
nullement étonné de trouver que d’autres substances peuvent étre
utilisées avec avantage de cette facon (chlorure d’or, acide formique).

Pour fixer un objet avec la vapeur d'un de ces réactifs, on procéde
comme nous le disons au n° 13.

Pour fixer un objet dans une solution quelconque, il va sans dire
qu'on le plonge dans le liquide et qu'on Iy laisse jusqu’a ce que la
réaction soit accomplie. Nous indiquons ici quelques précaulions &
prendre.

11 faut veiller avec soin a ce que les tissus, les éléments ou les or-
ganismes soient parfaitement vivanis au moment de les fixer; si on
les laisse mourir avant de les exposer & l'action de I'agent fixateur,
on ne fixe que des états pathologiques, ou des altérations post
morlem.

Il faut veiller & ce que les objets a fixer soient aussi petils que
possible, pour que l'agent fixateur puisse les pénétrer rapidement
et d’une facon égale. Des organes ou organismes entiers doivent étre
largement ouverts, si cela est possible.

On jettera les objets dans une quantité de solution fixatrice trés
grande par rapport au volume des objets; il s’agit, en effet, d'empé-
cher que la composilion de la solution fixatrice ne se trouve changée
par l'addition des liquides ou des substances solubles des tissus.

En cas de nécessité, on facilitera I'action du fixateur en I'em-
ployant a chaud. La chaleur de I'étuve d’incubation sera souvent suffi-
sante, mais quelquefois il faudra employer des liquides bouillants
(sublimé bouillant pour quelques Coralliaires et Hydrozoaires, alcool
absolu bouillant pour certains Arthropodes & téguments tres imper-
méables).

On ne laissera les objets dans le liquide que juste le temps néces-
saire pour que la fixation s’accomplisse; sion les y laisse séjourner
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trop longtemps, les tissus deviennent souvent cassants, et les colora-
tinnx sont génées.

On aura soin de faire ensuite les lavages nécessaires pour enlever
le réactif fixateur avec le liquide approprié; il n'est, par exemple,
nullement indifférent de prendre I'eau ou P'alcool apres tel ou tel
réactif. Quelquefois I'eau défait toute I'ceuvre de la fixation, quelque-
tois 'alcoo) donne lieu & des précipités qui ruinent les préparations.
Nous tacherons d'indiquer pour chaque cax le liquide de lavage qu’il
convient d’employer.

Dans certains cas, on facilitera I'enlévement de 'agent fixateur en
faisant les lavages & cliaud. L’acide picrique, par exemple, est
presque deux fois aussi soluble dans I'alcool & la température de 40°
qu'a la température ordinaire des appartements. (IFol.)

Les liquides soit de fixation, soit de lavage, doivent étre renou-
velés aussitot qu'ils deviennent troubles.

Les objets une fois fixés et convenablement lavés peuvent étre
conservés indéfiniment dans e P'alcool (de 70 a 90 p. 100); mais
il vaut toujours mieux les y ldisser le moins longtemps possible.
Nous avons toujours observé que nos meilleures préparations ont
eté faites avee des sujets qui nageaient dans nos bocaux le matin, et
qui étaient montés en coupes avant le soir.

Nous voudrions melire en garde contre la pratique commune de
la surfixation, que nous regardons comme erronée. Nous croyons
que la plupart des zootomistes prennent leurs solulions fixatrices
trop concentrées, et les laissent agir trop longtemps. C'est pour ce
motif que nous préférons la solution nioins forte d'acide chromo-
acéto-osmique indiquée par Fol, & la formule originelle de Flem-
ming.

En fait de considéralions plus spéciales, nous ferons observer que:
Facide osmique est a éviter pour les struclures peu perméables;
— P'acide picro-sulfurique est a éviter pour les structures qui con-
tiennent une proportion notable de tissu conjonctif, vu qu'il fait gon-
fler ce tissu; il esl done, en général, peu propre a I'étude des organes
des Vertéhres,

1l faut éviter T'emploi d'instruments métalliques pour manier les
objetx qu'on a mis dans des <olutions de sublimé corrosif, d’acide acé-
tique ou de chlorure d'or, vu que les solutions de ces sels se préci-
pitent au contact des métaux.

On remarquera que les tissus des aniinaux marins sont en général
plus réfractaires envers les agents chimiques que ceux des animaux
terrestres ou d’eau douce des mémes groupes. Il convient done
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d’employer pour les animaux marins des solutions plus fortes (selon

Langerhans, deux ou trois fois plus fortes que pour les animaux ter-
restres).

11 bis. Fixation des animaux maring. — Qutre la précaution indi-
quée plus haut, 4 savoir, d’employer les réactifs en solutions plus
fortes pour les animaux marins que pour les animaux terrestres ou
d’eau douce, il en est une autre, indiquée par PauL Maveg, .qu'il est
bon de ne pas perdre de vue. Ce naturaliste insiste avec raison sur
la nécessité qu'il y a & débarrasser les animaux de leur eau de mer
avant de les mettre dans de I'alcool ou dans un réactif qui soit
capable de précipiter les sels conlenus dans I'eau de mer. Si I'on
néglige cette précaution, ces sels se précipitent autour de 'animal
et & la surface de ses organes en une crotte qui forme un obstacle,
beauconp plus sérieux qu’on ne le croirait & premiére vue, a la péné-
tration d’abord de I'alcool lui-méme, puis des solutions colorantes.
Comme résultats, on a des macérations des tissus et des colorations
défectueuses.

On évitera donc de se servir d'alcool pourla fixation des animaux
marins; on n’emploiera pas non plus, comme nous avons vu propo-
ser de le faire, des solutions faites avec I'eau de mer comme mens-
true; mais on emploiera des solutions faites avec 'eau distillée, et
de nawre & maintenir en dissolution, et finalement a enlever, les sels
dont nous parlons. Ces conditions se trouvent admirablement réali-
sées dans la liqueur de Kleinenberg, par exemple.

12. Précautions préliminaires. — Maniére de tuer les animaux
trés contractiles. — Dans la grande majorité des cas, on commence
la préparation d’un objet en soumettant I'organe ou I'organisme a
étudier a I'action aussi complete et aussi immédiate que possible de
I'un des agents fixateurs que nous allons passer en revue. Pour cela,
il faut prendre I'organe ou l'organisme & I'état vivant et normal; un
v¢ fie alors a I'agent fixatenr pour produire, avec la rapidité voulue,
en méme temps la mort de I'organisme et la mort des éléments des
lissus. On ne peut cependant pas agir ainsi dans tous les cas. 11 est
bon nombre d’animaux, de consistance molle, manquant de sque-
lette rigide, et doués d'une puissance considérable de contractilité
— les Ccelentérés, les Bryozoaires, les Serpulides en fournissent
assez d’exemples — qui, si on les traite ainsi, se contractent avec
violence, relirent leurs tentacules ou leurs branchies, et meurent
dans un état de recoquillement qui fait de I'objet conservé une
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caricature de la vie et l'opfwobre du préparateur. En pareil cas,
il peut étre extrémement utile d’avoir recours a la mnarcotisation
graduelle avant d’en venir a la fixation. Mentionnons d’abord la
fumigationﬁe tabac, méthode trés connue, due aux fréres HERTWIG
(Die Actinien, 1879). Voici de quelle maniére on la pratique.

On place les animaux dans une cuvelte avec de l’eau, et on les
recouvre d'une cloche de verre ou d’un cristallisoir, destiné a confi-
ner la fumge de tabac. On fait alors passer de la fumée sous la cloche
par le moyen d’un tube de verre courbé. Aprésy avoir introduit
une quantité suffisante de fumée, on abandonne les animaux pendant
quelques heures, afin que la narcotisation puisse se compléter. On
constate le progrés de 'anesthésie en irritant I'animal de temps &
autre; aussitot qu'on observe qu’il ne réagit plus que lentement,
que, par exemple, si 'on touche un tentacule avec une aiguille, cet
organe ne commence  se rétracter qu'aprés un laps de temps con-
sidérable, on peut estimer que le sujet est suffisamment engourdi.
On verse alors dans l'eau une dose de liquide fixateur suffisante
pour le tuer avant qu'il ait eu temnps de changer d’attitude; et, une
fois qu’il est parfaitement mort, on peut chaunger a volonté le liquide
ou il se trouve.

Si I'on nous demande notre avis quant a l'utilité de cette méthode,
nous dirons qu’elle peut rendre de réels services, et nous conseil-
lerons de I'essayer toutes les fois qu'on n’est pas arrivé au but par
une voie plus commode. La fumigation produit, par exemple, chez
les Actinies, une bien véritable intoxication qui sert parfaitement a
les maintenir étalées; mais cet état ne s'établit que lentement : il
faut plusicurs heures pour produire l'immobilité voulue chez une
Actinie.

ANDRES (Ati R. Acad. dei Lincei, V. 1880, p. 9 ; Journ. Roy. Mic.
Soc. (N. S.) 11, 1882, p. 884) a imaginé d’employer la nicotine en
solution aqueuse, au lieu de 'administrer sous forme de fumée de
tabac. Il se sert d’une solution d’un gramme de nicotine dans un
litre d’eau de mer. 1l place I'animal 4 narcotiser dans un bocal con-
tenant un demi-litre d'eau, et il y conduit la solution de nicotine
trés gra(%uellement par le moyen d’un fil faisant siphon. La grosseur
du fil doit é&tre telle qu’il puisse vider le litre de solution de nicotine
en douze lieures.

D'al'ltf'es‘ Sl’lbstanc.es ane§thésiques peuvent étre ajoutées par petites
quantités a I'eau qui contient les animaux & endormir. Le chloro-
forme donne.‘quelquefois de tres bons résultats quand il est employé
de cette maniére ; nous avons vu de belles Méduses tres bien chloro-
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formées dans une attitude parfaltement étalée, en une heure ou deu
de temps. Il convient de prOJeier le’ chloroforme, par quantité de
quelques gouttes a la fois, vigoureusement dans ﬁau avec une petite
seringue ou une pipette munie d’une poire de caoutchouc, I'une ou
'autre ayant l'orifice assez petit pour que le chloreforme soit pulvé-
risé a la sortie. On répéte la dose toutes les cing minutes, jusqu'a ce
que T'animal soit immobilisé. Notons ici que Andres a trouvé que
cette méthode ne convient pas pour les Actinies, car chez ces ani-
maux la macération des tissus survient avant que I'insensibilité soit
établie.

Pour obtenir de bonnes coupes de la tige trés contractile des Sipho-
nophores, KorotNerr (Mitth. Zool. Stat. Neapel, V, Hft 2, 1884,
p. 229. Zeit. f. wiss. Mikroskopie, 2, 1883, p. 230) commence par
anesthésier les animaux avec la vapeur de chloroforme. On attend
que les animaux se montrent un peu tranquilles dans le bocal qui
les contient. On fait flotter alors sur I'eau un verre de montre conte-
nant du chloroforme, et I'on couvre le tout avec une cloche. Le
chloroforme endort les Siphonophores, qui demeurent étalés. On
enléve alors la cloche, et I'on fixe les animaux en les inondant
subitement d’acide cliromique ou de sublimé chaud.

FoErtiNGER (Archives de Biologie, V1, 1883, p. 115) a obtenu des
résullats trés complets avec I'hydrate de chloral. 11 opére en laissant
tomber au fond du vase qui contient les animaux quelques cristaux
de chloral. Pour des Alcyonelles, il emploie 25 & 50 centigrammes
de chloral pour 100 grammes d’eau. Aubout de trois quarts d’heure,
la colonie esl devenue insensible, ne réagit plus, et peut étre fixée.
Foettinger a ainsi obtenu de bons résultats avec des Bryozoaires
aquatiques et marins, des Anuélides, des Mollusques des Némer-
tiens. Ces derniers deviennent insensibles sans avoir craché leur
trompe. L'expérience n'a pas réussi avec les Hydroides. Les résul-
tats obtenus avec les Actinies étaient assez satisfaisants, Des Astéro-
canthions ont pu étre endormis. :

L'alcool et I’éther peuvent s’employer de la méme ianiére que
1e chloroforme. Pour les Actinies, Andres a obtenu de bons résultats
avec le mélange suivant (dd & S. Lo Bianco): glycérine, 20 parties;
alcool (70 degrés), 40 parlies; eau de mer, 40 parties. Il faut verser
ce liquide avec précaution sur l'eau qui contient les animaux, et
altendre qu'il s’y soit mélé lentement par diffusion. 1l faut pour
cela souvent plusieurs heures. Clest ainsi que Eisiz emploie
l'alcool.

J. Ricuaro (Zool. Anzeig., n° 198, 1883, p. 332) a récemment

ANAT. MICROSC. 2
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préconisé-la cocaine. 11 se sert d'une solution de chlorhydrate de
‘coca'l'ne au centieme. Les animaux a narcotiser (Bryozoaires) sont
placés dans un verre de montre avec 5 centimétres cubes d’eau. On-
ajoute, peu a peu, de la solution de cocaine. Aprés ‘cinq minutes les
animaux ne réagissent plus que faiblement; on ajoute encore un
demi-centimétre cube de la solulion, et. un instant aprés, il faut
exciler directement les lentacules, a l'aide d'une aiguille, assez
fortement pour les voir se contracter. Dix minutes plus tard, les
animaux doivent étre morts, épanouis, et peuvent alors étre traités
par les procédés ordinaires de fixation. Cette méthode convient pour
les Bryozoaires, les Hydres et certains Vers.

Des expériences faites par H. FovL (Zool. Anzriy., n° 128, 1885, p. 698.
Aussi, Bulletin de la Société Belge de Microscopie, t. 1V, 1882, p. 85) sur
divers animaux pélagiques, il résulte que pour le but que cet observateur
s'était proposé, & savoir, immobiliser les animaux sans les empoisonner,
les substances narcotiques telles que celles que nous avons indiquées n’ont
pas l'effet désiré ; car, & de pelites doses elles ne rendent pas les animaux
immobiles; et a4 des doses plus fortes elles agissent comme des poisons,
1l en a ¢te ainsi du chloroforme, des solutions aqueuses d’éther ou de
bromure d'éthyle, et de Ja funiée de tabac. L’acide carbonique, au con-
traire, a donné des résullats excellents. 11 faut salurer d’acide carbonique
I'eau dans laquelle nage 'animal & immobiliser ; celui-ci devient bientdl
complélement insensible et immobile, tout en conservant son aspect
naturel. I1 resie sans changement pendant des heures et méme des jours
enfiers; mais il reprend toule sa vivacité aussitot que l'eau chargée d'a-
cide carbonique est remplacée par de I'ean pure. Le procédé ne réussit ni
avee les Poissons ni avec les Mollusques, mais il réussit avec la plupart
des animaux dont le systéme nerveux couserve son caracleére épiblas-
tique, c'est-a-dire, par exemple, avec la plupart des Ceelentérés et des
Echinodermes. Quoique ce: proeédé n'ail ¢té imaginé que pour permetire
de photographier des animaux mobiles, comme les Méduses, nous pensons
cependant qu'il est capable de rendre des services pour faciliter la fixation
de certains organismes.

On obtient quelquefois de fort hons résultats en empoisonnant les
animaux avec de petites doses d'vn liquide fixatenr. L’acide osmique
ef la liquenr de Kleinenberg s'emploient souvent & cet effet. Nous
avons vu tuer des Mdéduses d’'une manicre trés satisfaisante par le
sublimé corrosif en nature, ajouté par pincées a 'eau contenant les
Méduses. Voici une méthode pour conserver les Ascidies avec leurs
orifices naturellement ouverts, due i Salvatore Lo Bianco, I'habile
préparateur de la Station Zoologique de Naples. On ajoute, peu a
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peu et trés doucement, & I'ean qui contient les animaux, une solu-
tion d’acide chromique a 4 p. 100, additionnée d’acide acétique, en
faisant en sorte (ue ce liquide nage a la surface de I'eau de meret
ne s’y méle que lentement. 1l faut quatre & cinq jours pour mener
Vopération & bonne fin. (Garbini, Manuale per la Technica Moderna
del Microscopio, p. 163.)

On sait que, pour faire mourir étendus les Gastéropodes pulmonés
terrestres, il est d’usage de les mettre dans un bocal rempli d’'eau
qui a été privée d’air par Pébullition et hermétiquement clos. On
trouve les animaux morts étendus aprés douze A vingt-quatre
heures. Nous ajouterons qu’'on nous a assuré que cet effet s’obtient
plus promptement si 'on a soin d'ajouter & I'eau du bocal un peu
de tabac.

Certains Vers meurent lentement et étendus si on les met dans de
'eau chaude.

Le lecteur comprendra sans doule (ue nous ne recommandons
ces expédients que dans les cas ou I'on ne peut pas arriver au but
par une fixation foudroyante.

L



CHAPITRE III

AGENTS FIXATEURS

ACIDES MINERAUX ET LEURS SELS

13. Osmium ; tétroxyde d’osmium (acide osmique). -— La substance
connue dans les laboratoires sous le nom d’'acide osmique n’est pas,
strictement parlant, un acide, car elle ne contient pas de H, et ne
rougit pasle papier de tournesol. Gest le tétroxyde d’'osmium, Os 0*;
seul composé un peu stable de ce métal, a ce que nous croyons. Elle
est extrémement volatile, et sa solution aqueuse se réduit facilement
par le contact avec des substances organiques (1). Il faut donc
avoir soin de conserver cetle substance dans des flacons parfaite-
ment bouchés a I'émeri et de veiller & ce qu’'il n’y tombe pas de
poussiéres organiques, II sera prudent de ne pas puiser dans les
flacons avec une pipette. Nous recommandons de préparer une solu-
tion aqueuse & 1 p.100, ce qui permet de préparer facilement les
solutions plus diluées et les mélanges, & mesure qu'on en a besoin.
11 est bon aussi d’avoir une petite provision de tétroxyde en nature;
cela est commode pour les fixations par les vapeurs. On sait que les
vapeurs d’'osmium ont une action tres irritante sur les muqueuses;

(1) On eroit généralement que la lumiére seule cuffit a réduire les solutions
d'acide osmique. C'est 1a une erreur; nous avons vu maintenir un flacon de
cette solution pendant six mois exposé au soleil du Midi, sans qu'il 8’y f0¢
produit le moindre préeipité. Mais le moindre grain de poussitre organique
suffit & déterminer la réduction.



ACIDES MINERAUX ET LEURS SELS. 21

elles ont la réputation de provoquer facilement de sérieux catarrhes,
irritations des bronches, catarrhes laryngiens, conjonctivites, etc.
Nous croyons qu'il y a un peu d’exagération dans ce qui a été ditace
sujet, mais on fera bien de ne pas oublier que ces vapeurs possedent
certainement plus ou moins ces propriétés irritantes.

C'est la fixation par les vapeurs osmiques qui est a la fois le pro-
cédé le plus commode et, en général, le plus efficace. Ainsi employé,
I'osmium se montre beaucoup plus pénétrant,et donne des fixations
beaucoup plus égales que quand on I'emploie en solution. Pour les
cas oa, comme pour les recherches sur les noyaux, on désire com-
biner I'action d’un acide organique avec celle du fixateur, il est
facile d'employer les vapeurs dégagées d’'un mé¢lange d’osmium et
d'acide formique ou d’acide acétique glacial (1). Les objets trés
petits (Infusoires, cellules isolées) peuvent étre placés sur un porte-
objets qu'on renverse au-dessus du goulot d'un flacon contenant
I'osmium ou le mélange. 1l suffit de quelques instants pour fixer de
pareils objets. Des membranesou des organes plus volumineux peu-
vent étre fixés avec des épingles an fond d'un bouchon fermant le
flacon qui contient le réactif. On les enléve aussitot qu'ils com-
mencent & brunir ; cependant, pour fixer des parties profondes, on
peut prolonger la réaction pendant plusieurs heures. 11 est bon de
laver les pi¢ces 41'eau avant de procéder a la coloration, mais ces
lavages n'onl pas besoin d'étre poussés aussi loin que pour les piéces
fixées dans les solutions. Nous recommandons, comme colorants, le
vert de wéthyle pour les piéces destinées & étre étudiées dans un
milieu anqueux ; puis, pour les préparations au bauntie, le carmin &
I'alun, le picro-carmin, ou I'hématoxyline prépacée selon la formule
que l'on préfére.

Lorsqu’'on se sert de I'osmium en solution, on emploie des concen-
trations variant de 0,03 a 2 p. 100. On s'est beaucoup servi de solu-
tions de 0,5 4 1 p. 100, mais la tendance de la pratique récente
parait élre d’employer des concentrations plus faibles. On prend,
par exemple, pour les Infusoires, une solution de 0,5 p. 100, qu’on
laisse agir pendant quelques secondes seulement; pour les Poriferes,
0,03 4 0,10 p. 100, pendant quelques heures; pour les organes des
Mollusques, 1 & 2 p. 100 jusqu'a vingt-quatre heures, selon le volume
des piéces; pour les épilhéliums en général, 0,4 a 0,5 p. 100,
pendant une heure (nous donnons des généralisations de la pra-
tique telle que nous la trouvons rapportée dans la littérature ;

(1) Gilson, La Cellule, 1, 1885, p. 96.
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— pour notre part, nous trouvons que c’est 1a une fixation tout & fait
exagérée) ; — pour les ceufs méroblastiques, 0,4 p. 100, pendant
vingt-quatre heures {nous pensons qu’ici il n'en faul pas moins) ; —
pour les tubes nerveux i myéline, 0,4 a 1 p. 100, pendant vingt
minutes ou jusqu'a deux heures, selon les cas; — pour les corpus-
cules tactiles, 0,33 a 4 p. 100, vingt-quatre heures; — rétine, 0,25 &
2 p. 100, dix minutes a vingt-quatre heures (selon I'étal de division
des piéces, et les éléments qu’on désire étudier) ; —- pour les noyaux
en général, 0,1 a 2 p. 100, pendant deux ou trois heures {pour des
cellules isolées, cela nous paraitrait exagéré). Nous lacherons de
donner des détails plus précis alors que nous traiterons spéciale-
ment de la préparation des divers organes el lissus.

Les piéces fixées dans les solutions osmiques doivent étre trés-
soigneusement lavées a 'eau. On peut prolonger les lavages aussi
Tongtemps qu'onveut,l’eau n’étant nullement nuisible aux pieces ainsi
fixées. On peut également employer la glycérine diluée. Nonobstant
les soins les plus minutieux apportés au lavage, il n'arrive que trop
souvent qu’il reste des traces de la solution osmique dans les tissus;
alors les préparations noirciront strement avec le temps. On peut
plus ou moins prévenir ce noircissement en traitant les tissus avec
des liquides légerement alcalins. Schultze préconisait a cet effet
Yacétate de potasse, qu'il employait comme milieu conservateur ;
nous croyons cependant que celte méthode n’est nullement infaillible.
Fol recommande de laver avec une solution trés faible de carbonate
d’ammoniaque. La simple immersion, pendant le temps voulu pour la
coloration, dans du carmin a 'ammoniaque, ou méme dans le picro-
carmin, produit un effetseinblable. Enfin, une métliode excellente est
de mettre les picces pendant vingt-quatre heures, ou plus, dans une
solution de bichromate de potasse (soit dans la solution de Miiller ou
celle d'Erlicki), ou dans une solution faible (0,5 p. 100} d’acide
chromique, ou dans la solution de Merkel, ou enfin dans une solution
faible de ferrocyanure de potassium ou de cyanure de potassium.
Le traitement par les solutions bichromiques a 'avantage de faciliter
beaucoup la coloration par les carmins ou '’hémaloxyline. Les
pieces déja noircies peuvent étre décolordes par I'une ou l'autre
des méthodes que nous exposons au chapitre XXX, n° 493 el
suivants.

S'i.la fixation demande une immersion prolongée, elle doit étre
pral,'lquée dans un récipient bien clos, et tenu a l'abri de la
lumiére.

[ O H .
L’osmium colore en un noir des plus intenses toules les substances
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graisseuses; il convient donc de s'en servir avec beaucoup de pré-
caution dans la préparation de piéces qui contiennent beaucoup de
tissu adipeux.

Nous recommandons les mémes colorants que nous avons recom-
mandés pour les objets fixés a la vapeur d’osmium, plus le carmin
ammoniacal, qui peut rendre de véritables services .pour les tissus
fortement fixés par 'osmium. Pour les fixations Iégéres, le carmin a
I’alun, surtout combiné avec I'osmium lui-méme (n° 109}, est excel-
lent ; mmais pour les tissus un peu brunis il est souvent nécessaire
d’avoir recours 4 un colorant plus énergique.

Il est irés-souvent avantageux d’ajouter aux solutions d’acide
osmique un peu d'acide acétique ou formique (0,5 a 1 p. 100).

13 bis. Acide osmique et alcool (Ranvier et VieNar). — (Raxvien, Le-
eons d'Anat. Gén., App. term. des muscles de la vie organique, p. 76.
Vienat, Archives de Physiol., 188%, p. 181).— On fait un mélange, & volumes
égaux, d'acide osmique 21p.100 et d’alcool & 90p.100.—On le laisse agir,
pour des objels pas trop gros — des embryons de quelques millimétres
— pendant une heure ou deux. On lave pendant quelques heures dans
de I'alcool & 80 p. 100, pour que la réduction de I'osmium continue. Puis
on peut laver a I'cau et colorer (quarante-liuit heures) dans le picro-car-
min ou l'hématoxyline. Cetle méthode donne d'excellents résultals.
Viallanes I’a appliquée avec fruit a I'histologie des Insectes.

14. Acide chromique. — L’anhydride chromique, CrO? se trouve
dans le commerce sous forme de cristanx rouges qui se dissolvent
dans 'eau en formant de l'acide cliromique, H*CrO* Ces cristaux
étant extrémement déliquescents, il est nécessaire de les conserver
dans des flacons parfaitement bouchés a I'émeri. Il faut égale-
ment avoir soin d’en tenir éloignées jusqu’'aux moindres poussiéres
organiques, le CrO® étant une substance qui se réduit trés rapide-
ment en sesquioxyde au contact des maliéres organiques. Nous
recommandons d’en faire une solution a 1 p. 100, qui permet de
préparer rapidement les mélanges et solutions plus allongées a
mesure qu'on en a besoin.

Pour les fixations, on emploie en général des solutions de
0,1 p. 100, ou moins, jusqu'a ! p. 100. On peut prolonger I'immer-
gion pendant plusieurs heures (objets embryologiques, quelques
cellules). Les solulions trés fortes, 24 3 p. 100, ne doivent agir que
pendant trés peu de temps. Pour les tissus nerveux, on prend des
solutions trés diluées, 0,02 4 0,423 p. 100, et on les laisse agir pen-
dant’ plusieurs heures. (Nous ne traitons ici que de la fixation pro-



24 AGENTS FIXATEURS.

prement dite; pour ce qui est du durcissement des piéces volumi-
neuse par l'acide chromique, voir au chapitre AGENTS DURCISSANTS et
dans les paragraphes spéciaux de la deuxiéme Partie.)

On lave al'eau, etavec grand soin. I.’eau doit étre souvent renou-
velée. I1 peut étre bon de mettre les objets pendant vingt-quatre
heures au-dessous d'un robinet. Des lavages méme beaucoup plus
prolongés ne nuisent pas aux objets fixés par l'acide chromique.
Pendant I’été il peut étre utile d’ajouter un antiseptique quelconque
(un morceaun de camphre ou un cristal de thymol) & I'ean, pour pré-
venir le développement d'Infusoires.

Au besoin, on peul également laver & I'alcool au tiers, et méme
avec des alcools plus forts. Nous n’admettons pas la nécessité absolue
d’employer I'cau dans tous les cas.

Les meilleurs colorants sont I'’hématoxyline, et les anilines em-
ployécs selon la méthode Hermann-Beettcher.

Les solutions d'acide chromique ne sont pas trés pénétrantes, il
convient douc d’employer desobjets aussi petits ¢ue possible. Et pour
celte raison aussi, il conviendra le plus souvent de ne pas em-
ployer I'acide chromique pur, mais 1'un des mélanges avec l'acide
acttique, l'acide osmique, I'acide picrique, l'acide nitrique, que
nous allons décrire plus bas.

C'est surtout sous forme de ces mélanges que 'acide chromique
s¢ montre comme étant peut-étre le fixateur le plus fidéle que
nous connaissions. Il a le grand défaut de géner beaucoup les colo-
rations. Ce défaut est wmoins sensible avec les mélanges qu'avec
l'acide pur. Ces mélanges ont aussi lavantage d’atténuer un
autre défautl de ce réactif, défaut qui consiste en ce qu'il précipite
certains principes constituants, liquides, des tissus sous forme de
filaments on de réseaux.Ces réseaux sont souvent d'une régularité
rcmarquable, et ont été plus d’une fois décrits comme étant des
structures cellulaires normales.

On sait que l'action de l'acide chromique sur les éléments des
tissus est tout & fait particuliére; il ne les coagule pas simplement,
mais forme avec certaines de leurs substances constituantes des
combinaisons chimiques insolubles. C'est une sorte de fannage.
On comprend done l'impossibilité de I'éloigner entiérement par les

lavages, et la difficulté qu’on éprouve a obtenir de bonnes colorations
par les méthodes ordinaires.

14 bis. Action de la lumiére sur 'alcool contenant des objets chro-
miques. — On <ait que lorsqu’on met dans I'alcool, pourla couservation
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ou pour le durcissement, des tissus qui ont é1é traités par I'acide chromi-
que ou par un chromate, il se forme toujours, au bout de peu de temps,
dans T'alcool un fin précipité qui se dépose a la surface des préparations
et forme sans doute tn obstacle plus ou moins grand & la pénétration de
T'alcool. Le lavage préalable a 'ean n’empéche pas la formation de ce
précipite ; et le renouvellement de I'alcool ne 'empéche pas de se refor-
mer a plusieurs reprises. Hans Virchow a trouvé (Arch f. mik. Anat.,
24 Rd, 1883, p. 117) qu’on en évite entierement la formation en prenant
la précaution bien simple de maintenir les préparations dans I'obscurité.
L’alcool s’y colore comme d’habitude en jaune, mais aucun précipité ne se
forme. Virchow peuse, d’aprés ses expériences, qu'en prenant cetle pré-
caution on peut sans inconvénient omettre,ou du moins abréger de beau-
coup, lelavage i 'eau auquel on soumet habituellement les objets avant
de les transporter dans I'alcool. Mais il ne faut pas pour cela négliger
I'ancienne régle de renouveler I'alcool a mesure qu’il prend la coloration
jaune.

15. Acide chromique et alcool (E. KLEiN; Quart. Journ. Mic. Science,
1879, pp. 126-7). — A deux volumes de solution d'acide chromique &
1/6 p. 100, on ajoute 1 volume d'alcool ordinaire. Klein x'est beaucoup
servi de ce mélange dans ses recherches cytologiques, et a trouvé qu'il
donnait souvent de meilleurs résultats que les fixateurs ordinaires (y
compris I'osmium'. Colorer & I'hématoxyline.

Nous pensons qu’il peut y avoir souvent utilité d’ajouter de I'alcool
aux solutions d'acide chromique, pour en augmenter la puissance de
pénétration. Nous avons ét4 un peu surpris en ne trouvanl pas que de
pareils mélanges aient ¢t employés par aucun autre observateur que
Klein.

16. Acide chromo-acétigue (FLexmiNG ; Zellsbz., Kern.-u-Zellth., p. 381 .
— Il est reconnu qu’il v a trés souvent avantage & ajouter aux solutions
Q’acide chromique un peu d'acide acétique ou formique. Cela est favorable
a la démonstration des structures nucléaires en général, et surtout a la
démonsfration des tigures achromatiques de la caryokinése. Flemnting
recommande (surtout pour ce dernier objet) I'addilion de environ 0,1 p. 100
d’acide acétique & une solution d’acide chromique de 0,2 a 0,25 p. 100,
Colorer a I’hématoxyline. Ce mélange ne donue pas de préparations
favorables pour la coloration aver la safranine ou d'autres couleurs
d'aniline. (Loc. cit., p. 382.) ‘

18 his. Acide chromo-formique (RasL; Morphol. Jahrb., X Bd., 188%,
pp- 245-6). — A 200 grammes d'une solution d’acide chromique de
0,33 p. 100, ajoutez & on 5 gouttes d'acide formique concentré. Le mélange
doit étre fralchement préparé au moment de s’en servir Fixer pendant
dovze & viugt-quatre heures, laver i l'ean, durcir ensuite graduellement
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dans l'alcool. Colorer & I'hématoxyline ou i la safranine. Rabl préféere
cetle méthode (pour les reclierches cylologiques) a toute aulre, excepté

celle du chlorure Je platine.

17. Mélange chromo-osmique (Max Frescu; Arch. f. mik. Anat.,
\VI, 1878, p. 300). — Nous devons & Max Flesch la découverte d’un
réactif des plus importants. Ce savant a trouvé qu'en combinant
les solutions d'osmium et d'acide chromique, on produil un mé-
lange qui est stable (ne se réduisant pas a la Iumiére), qui fixe en
général mieux que 'une ou l'autre de ces solutions employée seule,
et qui permet d'y laisser des lissus pendant vingt-quatre a trente-six
heures sans qu’ils se noircissent par I'osmium d’une maniére exces-
sive. Ge mélange a aussi I'avantage d’étre d'une utilité trés générale;
il peut étre employé avec toute sorte d’'objets. On remarquera
qu’il permet de combiner d’une maniére utile I'action foudroyante
de I'osmium avec l'action durcissante plus lente, mais plus égale,
et pour cela peut-étre plus fidele, de I'acide chromique.

Max Flesch recommande un liquide composé de 0,1 partie
d’osmium et 0,23 partie d’acide chromique pour 100 parties d’eau.

18. Mélange chromo-acéto-osmique. — Mélange de FLEMMING,
Liquide de FLesNg (Zellsubstanz., Kern-u.-Zelltheilung, 1882, p. 381).
— A la suile d'une étude approfondie des propriétés du mélange
de Max Flesch, Flemming trouva qu’il était susceptible d'amélio-
ation, surtout pour les études eytologiques. Il reconnut que 1'ad-
dition d'un peu d’acide acétique ou formique a pour effet non
seulement de mieux différencier les structures achromatiques des
noyaux, mnais, ce qui est encore plus important, de favoriser beaucoup
les colorations avec I'liématoxyline, les carmins, ou les couleurs
d’aniline. Il recommande donc d'ajouter au mélange de Max Flesch
0,1 p. 100 d’acide acétique glacial, soit la formule :

Acide chromique. 0,25 p. 100“
Acide osmique. 0,1 — dans de I'ean (1)
Acide acétique glacial 0,1 — s

1) Pour fabriquer ce mélange avec les solutions normales, on n'a qu'a
prendre

Acide chromique a1 p. 100. 25 volumes
Acide osmique & 1 p. 100. 0w —
Acide acétique & 1 p. 100. 10 —

Eau i b=
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Flemming fait observer qu'il obtient les meilleurs résultats,
comme fidélité de fixation ‘des structures cellulaires, avec des
immersions de peu de durée, une demi-heure au maximum. Il lave
a I'cau, et colore & I'hématoxyline ou avec nne couleur d’aniline.

18 bis. FLEMMING (Zeitschr, f. wiss. Mikroskopie, 1, 1884%, p. 349) a récem-
ment préconisé un mélange beaucoup plus forl, & savoir :

Acide chromique &4 1 p. 100. 15 parties.
Acide osmique a 2 — JA—
Acide acétique glacial. I

Ce mélange n'ayant éLé imaginé que dans le bul tres spécial de faciliter
les recherches ayaut pour objel de constater la présence de mitoses dans
les tissus (et non d'éludier la structure intime de ces figures, ni pour
servir aux recherches générales d’histologie),nous renvoyons pour de plus
amples détails au chapitre des METnODES CYTOLOGIQUES, n° 3359.

19. Mélange chromo-acéto-osmique (1. For; Fol, Lehrd. d. vergl.
mik. Anat., 1884, p. 100). — C'est un mnélange heaucoup plus faible
en osmium que celui de Flemming. Fol prend :

Acide chiromique & 1 p. 100 25 volumes
Acide osmique a 1 p. 100 2?2 —
Acide acétique a 2 p. 100 3 -
Eau 68 -

Suit en centiemes :
Acide chromique. 0,25 p. 100 l
Acide osmique. 0,02 — dans l'eau.
Acide acélique. 01 -

Nous avons institué des expériences comparatives avec la formule
de Flemming et celle de Fol. C’est cetle derniére qui nous a donné
les meilleurs résultats, tant ponr les tissus des Vertébrés que pour
ceux des Arthropodes. Nous avonstrouvé la fixation tout aussi bonne.
ou meilleure; les piéces brunissent beaucoup moins qu'avec le
mélange de Flemming, ce qui est & nos yeux un avantage considé-
rable; les lavages sont plus faciles; et nos piéces présentaient une
consistance plus favorable pour les coupes. De plus, les colorations
se faisaient bien plus facilement.

On peut laisser les lissus des jours entiers, voire méme des
semaines ou des mois, dans 'un ou 'autre de ces mélanges, sans
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P4

crainte de les voir s'altérer d'une maniére notable. Mais plus on
prolonge I'immersion, et plus les colorations ordinaires deviennent
difficiles; de sorte que les couleurs d’aniline sont presque le com-
plément obligé des fixations prolongées. La pratiquc ordinaire est
de laver longuement a I'cau et de colorer & I'hématoxyline ou avec
une couleur d’aniline. Mais les piéces bicn lavées peuvent étre colo-
rées sans peine par les moyens ordinaires. Nous employons par
exemple souvent le carmin a I'alun (étendu, avec une trace d'os-
mium), réactif peu énergique, mais (ue nous estimons étre le plus
fidele de tous les carmins. Nous employons aussi avec un parfait
succes les carmins au borax.

Les mélanges chromo-acéto-osmiques prennent cerlainement rang
parmi les meilleurs fixateurs qui aient ¢té iinaginés.

20. Acide nitrique (Avtyany; Arch. Anat. w. Phys., 1881, p. 219).
— Altmann se sert d'une solulion aqueuse titrée a environ 3 a
3,5 p. 100 d’acide pur. Une solution de cette concentration posséde
une densité de 1.02 environ, ce qui permet de titrer les solutions
d’une facon aussi commode qu’exacte en se servant d’'un aréomeétre.
(Une densité de 1.0201 correspond exaclement & 3 de I'échelle de
Baumé ; le titrage est donc des plus simples.) On peut se servir de
solutions plus concentrées, mais elles ne donnent pas de résullats
définitifs aussi bons.

On prend les objets a fixer aussi petitx que possible. On les laisse
dens le liquide juste le temps nécessaire pour qu'ils se trouvent
fixes, — les blastodermes ou les petits embryons, un quart d’heure
4 une demi-heure, — les gros, deux a quatre heures. 11 est bon
d’cmployer des solutions refroidies jusqu’a 0°; le froid arréte de
suile les processus moléculaires, et permet a l'acide d'achever la
fixation avant qu’il se soit produit aucune altération dans les tissus.
On lave les pieces a I'alcool, et on les transporte ensuite dans de
I'alcool pur pour achever de lex durcir et pour les conserver. On
colore, avec le colorant que l'on veut. Altmann préférc une colo-
ralion lente par 'hématoxyline diluée.

Celle méthode est 1'une des meilleures que nous connaissions.
Elle a la grande qualité de fixer les structures cellulaires avec une
admirable perfection. Elle fixe les figures caryokinétiques avec une
fidélité parfaite, tout en laissant les tissus dans un état trés favo-
rable pour les colorations qu'elle rend aussi précises que faciles
a réaliser. Les tissus restent incolores aprés lavage; c'est-a-dire
que l'acide nitrique ne leur communique point de ces colorations



ACIDES MINERAUX ET LEURS SELS. 29

jaunes ou brunitres que laissent aprés eux l'acide chromique et
I'osmium.

L’acide nitrique peut étre employé avec avantage dans 'étude des
tissus les plus délicats (rétine, par exemple). Altmann le considére
comme le fixateur le plus fidéle des structures protoplasmiques, et
Flemming, aprés avoir étudié son action sur les figures caryokiné-
tiques, en parle avec éloge. La méthode est éminemment une
méthode embryologique; nous ne serions pas étonné qu’elle devint
la méthode embryologique par excellence, & cause de la propriéts,
qu’elle posséde a un plus haut degré qu’aucune autre méthode, de
durcir le vitellus sans le rendre cassant. Les ceufs des Batraciens
Anoures, si désespérants par la facilité avec laquelle ils deviennent
cassants sous l'action coagulante des fixateurs, se laissent mieux
préparer pour les coupes par cette méthode que par toute autre.
Notons encore une qualité de I'acide nitrique: il est 'un des meil-
leurs des décalcifiants.

Ce réactif a cependant des défauts dont il faut tenir compte. D’un
coté, il ne pénetre qu’assez lentement, et, d'un autre, il ne permet
pas d’employer des immersions {rés prolongées, car dans ces condi-
tions il rend les objets cassants. Nous pensons que pour ces raisons
il sera de peu d’utilité pour des sujets trés difficilement pénétrables,
tels que les Arthropodes.

Les solutions plus concentrées d'acide nitrique ont été l'objet d'études
sérieuses. Uskorr recommande pour des objets embryologiques une solu-
tion de 5 p. 100, qu'il laisse agir pendant dix i trente minutes. WoLrr a em-
ployé avec de bons résultats une concentration de 10 p. 100 (ceuf de la
Poule).

Pour des préparations extemporanées del'euf des Astérides, FLemming
a obtenu de bons résultats avec une solution de 40 p. 100. His aussi a
recommandé une solution de 10 p. 100. Altmann a essayé cette concen-
tration, et a trouvé qu'elle ne permettait pas de démontrer les figures
nucléaires. Il pense que les solutions concentrées coagulent trop fortement
les albuminoides solubles des tissus, ce qui a pour effet de nuire a la
différenciation optique des structures. "

Pourles lavages,on peut prendre, au lieu d’alcool, une solution aqueuse
d’alun de 1 42 p. 100. (Uskoff, Rabl.).

On peut aussi employer I'alcool pour préparer le liquide fixateur On
mélange & cet effet 3 volumes d’acide nitrique avec 97 volumes d’alcool
& 70 p. 100. (FoL; inédit, Nous devons cette indication & l'obligeance de

M. le professeur Fol.)
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21. Acide chromo-nitrique (Liquide de PERENY1; Zoologischer
Anzeiger, V, 1882, p. 439).

Acide chromique & 0,5 p. 100. 3 parties.
Acide nitrique a 10 p. 100. i —
Aleool. . 3 _

On méle ces liquides, et au bout de peu de temps on obtient une
solution d’un beau violet.

On y laisse les objets (du moins si ce sont des ceufs) pendant
quatre a cinq heures; on les met ensuitc pendant vingt-quatre
heures dans de l'alcool & 70 degrés, puis pendant quelques jours
dans de ’alcool fort ; et finalement pendant quatre a cinq jours dans
de I'alcool absolu. Au bout de ce temps ils ont acquis la meilleure
consistance pour étre coupés au microtome. Des ceufs ainsi pré-
parés se coupent comme du cartilage; ils ne sont pas le moins du
monde poreux, et les blastomeres et lcurs noyaux se trouvent par-
faitement bien conservés.

On peut combiner des réactifs colorants avec ce liquide, et fixer
et colorer en méme temps. (En ce cas, avoir soin d’éloigner avec
soin les enveloppes albumincuses des ceufs, car autrement les
colorants ne pénétreraient pas.) Quelques-uns, comme la fuchsine
ou le rougc d’aniline, peuvent étre dissous directement dans le
liquide. D’autres, comme I'éosinc, la purpurine, le violet d’aniline,
doivent étre d’abord dissous dans 3 parties d’alcool, puis ajoutés
au liquide, mais ils donnent lien & un précipité qu’il faut éloigner
par la filtration. Apreés coloration, on traite les ceufs comme suit :
aleool a 50 p. 100, cinq heures; alcool ordinaire, dix heures; alcool
absolu.

Ce réactif est excellent, et parait ¢tre en voie d'étre trés employé
pour les recherches embryologiques.

21 ULis. Acide chromo-nitrique avec bichromate de potasse. (KoL~
uaNy.) — Kollmann recommande beaucoup pour fixer les ceufs de Téléos-
téens un mélange conlenant :

Bichiromate de potasse 5 p. 100
Acide chiromique, 2 —
Acidenitrique concentré. 2 —
(Nous citons textuellement. Nous supposons qu'il faul entendre un nié-
lange de 3 parties de bichromate, 2 d’acide clironique, 2 d'acide nitrique
et 91 d’eau; et non poiut un mélange a volumes ézaux de solutions d(;
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ces substances aux titres indiqués.) Les eufs doivent y rester douze heu-
res. Onles lave 4 I'eau pendant douze heures. On enléve alors le chorion,
et on les met dans de l'alcool & 70 degrés. Kollmann fait observer qu'il
est important que ces ceufs sotent fixés trés rapidement. Voyez I'Arch. f.
Anut. w. Physiol., de His et Du Bois-Reymond, 1883, p. 296.

22. Bichromate de potasse. — Chromate d’ammoniaque. — Le
bichromate de potasse s’emploie en solutions de 1 & 2 p. 100. Ou peut
augmenter la coucentration des solutions peu a peu, jusqu'a 4 ou 5 p. 100;
mais il faut toujours avoir soin de commencer par des solutions faibles.
ALTMANN recommande beaucoup une solution de 2 p. 100, contenant un
peu d'acide chromique libre, et refroidie 4 zéro. On lave en général a I'eau.
Altmann lave a I'alcool fort. Si I'on prend Il'alcool, il faut le renouveler
tres souvent. Les objets qui ont été traités par ce réactif demeurent
colorés en jaune. Ils fournissent d’excellentes colorations par le carmin.

Les solutions de bichromate de potasse pénétrent trés lentement. Elles
ont une action trés douce et égale sur les tissus. Elles ont beaucoup
perdu dc la vogue dont elles jouissaient autrefois, depuis que Flemming
a démontré qu'elles ne conservent pas les structures nucléaires. Nous
croyons la polémique de Flemming parfaitement fondée; mais nous
rappellerons, ce que Flemming a lui-méme fait observer, que ce défaut
n'est pas une raison pour négliger I'emploi de cet excellent réactif
dans des recherches ot il n'est pas question de structures nucléaires.
Cest un réactif qui a beaucoup de bounes qualités, surtout pour I'étude
des organes nerveux.

Le chromate ’ammoniaque posséde & peu prés les mémes propriétés
que le bichromate de potasse, mais son action est encore plus douce.
On prend en conséquence des solutions plus concentrées, par exemple
3 p. 100, qu’on laissc agiv pendant au moins vingt-qualre heures. Laver
a I'eau ct colorer au picro-carniin. Ce scl, comme le dernier, ne doit pas
étre employé pour fixer les noyaux.

Le bichromate de potasse s'cmploic avec avantage en comlinaison
avec des sulfates; voyez, au chapitre des « REACTIFS DURCISANTS », le Li=
quide de Maller ct le Liquide «('Erlicki.

23. L'acide sulfurigue posséde quelques-unes des propriétés d'vn
réactif fixateur. « A une dilution d’environ 1/300 ou 1,400 daus de 'eau,
il congule les substances albumineuses et éclaircit les substances colla-
génes sans les gonfler, et peut étre pour cela d'un effet utile dausI'étude
des centres nerveux, des glandes lymphatiques, ct aulres organes, pour
la démoustration des ¢léments de sonténement (For; Lekrbuch de veryl.
mik. Anat., p. 98, Fol cite ici M. Schultze). 1l ne sert cependant guére
comme fixateur que combiné avec I'acide picrique pour former 1o liquide
picro-sulfurique.



CHAPITRE IV

AGENTS FIXATEURS

CHLORURES.

24. Chlorure de platine, PiCl. — Ce sel étant extrémement déli-
quescent, il vaul mieux se le procurer en solution. On trouve en effet
dans le commerce des solutions a 10 p. 100. La solution aqueuse simple
de ce sel a jusqu'a présent peu servi. For (Lekrb., p. 106) dit qu'elle fixe
rapidement, mais d'une maniére peu égale, et n'offre pas d’avantages
spéciaux. RasL (Morphol. Jahrb., X Bd., 1884, p. 216) s’en est servi dans
ses recherches récentes sur la cytodiérése, et dit qu’elle lui a donné
de meilleurs résullats qu'aucun autre réactif, a ’exception de l'acide
chromo-formique. Elle a une action semblable & celle du chlorure d’or,
avec 'avantage de ne pas élre réduite par la lumiere ou la chalear.

Rabl se sert d’une solution de 1/300. Il y laisse les objets pendant
vingt-quatre heures. Il lave a l'eau, durcit ensuite 2 l'alcool, fait des
coupes, el les colore avec 'hématoxyline de Delafield, no 130, ou la
safranine. Cetle méthode est la meilleure pour démontrer les granula-
tions de Pfilzner dans les mitoses, et la division longitudinale des fila-
ments nucléiniens.

25. Mélange chromo-platinique (Solution de MerkeL; Merkel,
Ueber die Macula lutea, etc., 1870, p. 19; — Mitth. Zool. Stat.
Neapel, 2, 1881, p. 11). — Combiné avec I'acide chromique, le chlo-
rare de platine forme un mélange qui devient de plus en plus & la
mode. Ce mélange se compose de volumes égaux d’acide chromique
@ 1/400 et de chlorure de platine & 1/400, soit :
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Acide chromique a4 1 p. 100. 1 volume.
Chlorure de platine 3 1 p. 100 1 volume.
Eau 6 volumes

Ce mélange ne pénétre pas avec une tres grande rapidité, mais,
comme il a une action trés douce, on peut y laisser les objets trés
longtemps. Merkel y laissait des portions de rétine pendant irois ou
quatre jours; Eisig y laisse des Annélides pendant trois & cing
heures; Whitman trouve que pour de pelites Sangsues il suffit d'une
heure.

On lave & I'alcool. Eisig prend I'alcool & 70 degrés; Whitman celui
4 80 degrés. Outre son action trés douce, qui fait que cette solution
est particulierement propre & la fixation d'objets délicats, elle a le
grand avantage de ne pas géner les colorations avec les teintures
ordinaires, nonobstant la présence de I'acide chromique. Elle rend
des services en prévenant le noircissement d'objets qui ont été fixés
dans l'osmium (& cette fin, il convient de les laisser plusieurs
heures dans la solution).

26. Le chlorure de palladium a été employé en solutions aqueuses
de 1/300, 1/600, ou 1/1000. La fixation se fait en une ou deux
minutes, pour les petits objets, Cattaneo le recommande comme étant le
meilleur fixateur pour les Infusoires.

Ce sel se trouve a I'état sec dans le commerce. Pour le dissoudre, il
est nécessaire d’employer de 'eau acidulée avec de I'acide chlorhydrique.
11 fant prendre, pour 10 grammes du chlorure sec, un litre d’eauet 4 a
6 gouttes de HCL. 1l faut vingt-quatre heures pour que la dissolution soit
compléte.

On se rappellera que ce chlorure imprégne les tissus en les colorant
en brun. Voyez les chapitres des « IMPREGNATIONS METALLIQUES » et des
« HREACTIFS DURCISSANTS. »

27. Chlorure d’or — Le chlorure d’or se trouve dans le commerce
sous forme de jolis cristaux jaunes. Ces cristaux se conservent parfaite-
ment & I'état sec, tandis que leur solution aqueuse n’est stable que dans
V'obscurité. On gardera donc sa provision principale de chlorure en
nature, mais il sera commode de préparer aussi une pelite quantité de
solution & 1 ou 2 centidémes, qu'on aura soin de tenir & labri de la
lumiére.

Pour les fixations {nous ne parlons pas ici des imprégnations), on
prend des solutions de 0,5 p. 100 ou moins fortes (0,2 p. 100), ou quel-
quefois plus fortes (1 & 2 p. 100). On retire les objets aussitot qu'ils sont
pénétrés, ce qui se reconnait & la coloration jaundtre qu'ils prennent. Un
lave & I'eau.

ANAT. MICROSC, 3
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Ce réactif est probablement le fixateur le plus fidele qui soit conuu. Il
sert cependant peu, a cause de la facon capricieuse dont il se réduit
dans les tissus. Les éléments imprégnés par le métal ne sont plus sus-
ceptibles de coloratiou. Pour les Infusoires, il se montre plus utile que
pour les cellules des tissus.

Les chlorures doubles, d’'or et de potassiuni, d’or et de sodium, d’or et
de cadmium, ont la méme action et s’emploient de la méme maniére,

28. Perchlorure de fer (H. For; Zeit. wiss. Zool., XXXVIII, 1883,
p- 491; Fol, Lekrb. d. vergl. mik. Anut., p. 102). — Le perchlorure de
fer, Fe? Cl%, se trouve dans le commerce sous forme d'écailles brunes ou
de cristaux jaunes ou rougedtres. Il vaut mieux toutefois se procurer
la teinture alcoolique de perchlorure de fer de la pharmacopée anglaise
(Tinctura Ferri Perchloridi P. B.) qui permet de titrer plus facilement les
solutions dont on se sert. Pour s'en servir, on la dilue avec de l'alcool
(les solutions .aqueuses de perchlorure donnent des résultats bien infé-
rieurs). Au commencement, Fol s'¢tait servi de solutions trés étendues
(jusqu'a 2 p. 100 de la teinture); mais de nouvelles expériences I'ont
conduit & recommander de prendre pour un volume de la teinture seu-
lement de 5 & 10 volumes d’alcool a 70 degrés. (Si, avec le temps, il se
forme un fin précipité, gjouter une goutte de HCI et agiter.)

On prend les objets aussi petits que possible, car la solution w'est pas
tres pénétrante. On les laisse peu de temps (quelques minutes seulement)
dans la solution. On les lave dans ur'ie solution de 0,5 & 1p. 100 d'acide
oxalique dans de I'alcool a 80 degré§fjusqu’21 ce que la coloration jaune
du fer ait disparu. On peut ‘co-lorepdlors comme on veut.

Si I’on désire éviler de traiter les tissus par l'alcool, on peut employer
pour les laver une solution aqueuse d’'oxalate de polasse, au lieu de la
solution alcoolique d’acide oxalique.

Ces lavages doivent élre fails avec les soins les plus minutieux, car, s'il
reste des traces de fer dans les tissus, ceux-ci se colorent d’une facon trop
intense, et ne se laissent pas débarrasser de leur excédent de couleur, le
fer agissant comme mordant. Si l'on désire aller plus vite, on peut
obtenir une coloration moins belle, il est vrai, mais utile pour I'élude, en
traitant les objets avec de l'acide pyrogallique. Fol les met pendant
vingt-quatre heures dans de I'alcool contenant une trace seulement
d’acide pyrogallique (une goutle de solution a 1 p. 100 pour tout I'alcool
contenant les objets). Nous nous servons quelquefois de solutions beau-
coup plus concenltrées, jusqu'a 2.p. 100, qul nous donnent de bons
résultats; nous enlevons nos objets aussitot qué nous voyons que la réac-
tion s’est faite; ce qui revient a dire, aussilot que l'acide a pénétré les
piéces, car la réaction elle-méme est instantanée.

.Le perclilorure de fer tue et durcit toutes les structures protoplas-
miques avec une rapidité foudroyante; aussi convient-il tout spécialement
pour la conservation de structures trées délicates et en méme temps tres
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rétractiles, telles que les flagellums, les pseudopodes, les cils des Infu-
soires. Fol a trouvé que les Tintinnodea ne peuvent se conserver pour
I'étude que de cette maniére.

Ce réactif a quelques défauts, qui empéchent de généraliser son em-
ploi. Fol trouve qu'il pénétre avec peu de rapidité; et, d’autre part, on
pe peut pasle laisser agir longtemps sur les tissus, sous peine de les
voir devenir cassants.

Il faut se rappeler qu'en le mélant & 1'eau de mer on donne lieu a des

précipités abondants,

29. Bichlorure de mercure (Sublimé corrosif). — Ce sel se trouve
dans le commerce sous forme de poudre cristalline parfaitement
stable. Sa solution aqueuse saturée & froid contient environ 3 p. 100
du chlorure. Il est plus soluble dans 1’alcool que dans I'eau, et en
employant de l'alcool de 50 & 60 degrés on obtient des solulions
bien plus fortes. T VY

Pour les fixations nous recommandons “ous c1‘8<‘6'?15 que c'est
la pratique générale) de prendre de ®lfons aussi concentrées
que poss1ble La solution aqueuse s a frdid suffirale plus sou-
vent ; mais pour les Arthropodes i dra sowt prendre une solu-
tion alcoolique, et pour les anim res cw (Goralhalres,
Plandires) il faudra souvent avo cours a dt lutlons chaudes,
méme bouillantes. ©

Il faut avoir soin de ne laisser [

bjets dans lagolut{on que juste le
temps nécessaire pour qu'ils en sot 43 és La pénétration se
constate facilement & la vue de l'opacité anchatre qui se produit
dans les tissus. Elle est trés rapide; les pelits objets (et I'on ne doit
pas en prendre de gros) sont fixés en quelques minutes; nous avons
trouvé que pour pénétrer une glande salivaire de Chironomus il ne
faut pas plus de trois secondes.

On lave & I'eau ou & I'alcool. Nous pensons que 1'alcool vaut pres-
que toujours mieux.

Nous ajouterons qu'’il est souvent important de ne pas prendre
l'alcool trop faible, mais de commencer les lavages par I'alcool
d’au moins 70 degrés. On peut y ajouter un peu de camphre, ce qui
facilite I'extraction du sublimé. La croyance qu’il est nécessaire de
laver par I'eau les objets qui ont été traités par le sublimé est une
erreur. Il importe que les lavages soient scrupuleusement faits,
autrement les tissus deviendront granuleux et cassants. Il fau
aussi ne pas laisser les objets pendant plus de deux ou trois jours
dans 'alcool, autrement ils peuvent devenir cassants.

On peut coloreravec n’importe quel colorant. Il n’est pas méme tou-
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jours nécessaire que le sublimé soit enlevé des piéces avant de les
mettre dans la solution colorante. Ainsi, dans la pratique, il arrive
sonvent qu'on lave pendant quelques minutes ou une demi-heure
dans I'ean, qu’on passe alors les piéces pendant une demi-heure dans
du carmin au borax, du picro-carmin, ou du carmin a I'alun ou de
hématoxyline, et que 'on achéve 'extraction du sublimé par les
mémes lavages qui servent a débarrasser les pieces de I'excés de
matiere colorante. On les passe alors aussi rapidement que possible
4 travers des alcools successivement plus forts, et aprés vingt-qua-
tre heures on peut les enrober, couper, ou monter en préparations
permanentes, selon la méthode que l'on préfere.

Nous pensons que le sublimé corrosif est un fixateur de premier
ordre, pourvu toutefois que l'on observe la précaution que nous
avons indiquée, de ne le laisser agir que pendant quelques instants
sur les tissus, et de I'en éloigner ensuite rapidement et compléte-
ment. 11 est d’'un emploi trées commode, et permet d’aller trés vile.
Il fournit des colorations superbes.

11 est trés souventavantageux, surtout dansles études cytologiques,
d’ajouter au sublimé un peu d'acide acétique (environ 1 p. 100).
FReENZEL y ajoute de l’acide nitrique, voyez n° 728, et Braun de
I'acide osmique, voyez n° 763.

Le lecteur se souviendra qu’il ne doit pas employer d’instru-
ments métalliques pour manipuler les objets contenus dans les solu-
tions mercuriques, ces solutions se précipitant immédiatement au
contact des métaux. Pour ces objets, il faul se servir d'instruments
de verre, d’ivoire, de corne, de caoutchouc, de bois, de piquants de
Hérisson ou de Porc-épic.

Les solutions de sublimé pur, de méme que les mélanges mercuriques
qui vonl suivre, paraissent convenir pour la grande majorité des orga-
nismes, excepté les Arthropodes a squeleite un peu fort, le sublimé ne
pénélrant pas la chitine avec beaucoup d'énergie,

Mélanges mercuriques.

Sous ce tilre nous réunissons quelques formules assez compliquées qui
ont été recommandées par des anatomisles autorisés; tout en avertissant
(qu'a part 'addition d’un peu d'acide acélique, nous doutons qu'il y ait
aucun avanlage a se départir du sublimé pur, du moins pour le travail
ordinaire.
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80. Liqueur de La~c (Zool. Anzeiger, 1878, p. 14). — On prend:

Eau distillée . 100 parties.
Chlorure de sodium 6 a 10 —_
Acide acétique . d Ja 8 —
Bichlorure de mercure. 3412 —
Alun (dans certains cas). 0,5 —

Pour des Planaires. On couche les animaux sur le dos et on les inonde
du mélange versé brusquement, Ils meurent étendus. On les laisse une
demi-heure dans le liquide, el on les passe a travers des alcools
d’abord & 70 degrés, puis a4 90 degrés, enfin on les mel dans I'alcool
absolu. Aprés deux jours dans ce dernier, ils sont suffisamment durcis,
et I'on doit colorer et faire les coupes.

. Nous avons trouvé ce mélange excellent pour fixer des animaux péla-
giques mous, tels que Salpa, Doliolum.

81. Cannoy (La Biclogie cellulaire, p. 95) recommande les deux mélanges
suivants, selon qu'on désire employer un liquide alcalin ou acide,

Liquide alcalin:

Eau distillée. 100 parlies.
Bichlorure de mercure. | J—
Chlorure de sodium., 3 -

Liquide acide :

Eau distillée 100 parties.
Bichlorure de mercure. 5 —
Acide acétique. j —

82. Les liquides de Harrine (Micro. Diction., art. Preservation) et de
Pacin1 (Journal de Micrographie, IV, 1880; Journ. Roy. Mic. Soc., N. S.
II, 1882, p. 702), doivent étre cités ici, quoiqu’ils ne constituent que des
fixateurs peu énergiques et d'une application trés restreinte.

Harting prend:
Sublimé. 1 partie.
Eau distillée. 200 & 500 parties.

(Pour corpuscules du sang et quelques autres éléments. Voyez au
chapitre XXVL.)

Paoini prend:

fo Sublimé. . 1 partie.
Sel de cuisine, 2 parties.
Eau. 200 -—
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(Pour Infusoires, globules du sang, spermatozoides.)

20 Sublimé.

| partie.
Sel de cuisine. 4 parties.
Eau, 200 —
(Corpuscules du sang des Vertébrés.)
3o Sublimé. . 1 partie.
Acide acétique,. 2 parties.
Eau, 300 —

Noyaux des tissus des animaux, Ne conserve pas les corps cellulaires.

(Pour l'emploi de ces mélanges comme liquides conservateurs, voyez
chap. XXVI.)

33. Bichlorure de mercure et acide picro-sulfurique (Formule de
Laxe; Zool. Anzeiger, 1879, p. 46). — Solution saturée de sublimé corrosif
dans de l'acide picro-sulfurique auguel on a ajouté 5 p. 100 d’acide acétique.



CHAPITRE V

AGENTS FIXATEURS

ACIDES ORGANIQUES.

84. Acide picrique. — Cet acide se trouve dansle commerce sous
forme de beaux cristaux d’un beau jaune serin. Ces cristaux stables,
hexagonaux, peuvent commodément éire conservés en nature. lls se
dissolvent dans I'eau et dans l'alcool.

Pour les fixations, on emploie la solution aqueuse. On prend en
général la solution saturée & froid. On doit toujours avoir soin
d’employer des solutions fortes toutes les fois qu'il s’agit de faire des
coupes ou de préparer des organes avec les éléments in situ, parce
que les sclutions faibles macérent les tissus. Pour I'étude d’éléments
cellulaires isolés, on peut prendre des solutions faibles. En ce cas,
le degré de concentration n’a pas une grande importance ; Flemming
a trouvé que les mitoses se fixent également bien dans les solutions
faibles et dans les solutions fortes. '

On peut laisser les objets a fixer trés longtemps — jusqu’a vingt-
quatre heures, par exemple — dans cet acide, sans qu'ils en souf-
frent. Il est cependant extrémement pénétrant, et peut fixer de
petits objets en quelques instants.

On lave toujours & lalcool. Cette régle ne souffre pas d’exception
pour I'acide picrique pur, et s’applique également & l'acide picro-
sulfurique, I'acide picro-nitrique et l'acide picro-chlorhydrique.
Car tous ces liquides ont la propriété de tuer les éléments des tissus
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avec une. grande rapidité, mais de les coaguler trés peu et dtune
facon tout a fait passagere; l'eau est extrémement nuz:sible aux tz.ssus
qui ont été fixés dans ces liguides. (Seul lacide plcro-chl‘pmlque
permet un court lavage a I'eau (Fol). On en comprendra facilement
la raison en se reportant a ce que nous avons dit de l'action de l'a-
cide chromique sur les tissus.) Pour la méme raison, on doit évi.ter
I'emploi des liquides aqueux pendant tout le cours de la préparation
ultérieure ; on colore donc avec des teintures alcooliques. (Onpeutala
rigueur se servir de certaines teintures aqueuses, a condition qu’elles
contiennent une proportion suffisante de queljue réactif durcissant
pour leur permettre de ne pas déformer les cellules; et I'on a cité a
ce propos le picro-carmin, qui remplirait cette condition en vertu
de l'acide picrique qu'il contient; nous conseillons toutefois de s’en
tenir aux teintures alcooliques.)

Cest avee I'alcool 470 degrés que l'on commence les lavages en
général. 11 faut le renouveler aussitot qu’il devient trouble, et conti-
nuer les lavages jusqu’a ce que les tissus soient bien débarrassés de
la coloration jaune que leur a donnée I'acide picrique. Les lavages
seront facilités de beaucoup si I'on emploie I'alcool a chaud; ala
température de 40° l'acide picrique est en effet presque deux fois
aussi soluble dans cet alcool (u'a la température normale (Fol).

C’estl'un des grands avantages de ’acide picrique, qu'il se laisse
entierement extraire par I'alcool et laisse les tissus dans un état ou
its sont susceptibles des plus belles colorations. On peut colorer par
tous les colorants ordinaires. Toutes ces colorations se faisant avec
ane grande précision, nous pensons qu'il est rarement ut’le d’avoir
recours aux couleurs d’aniline.

Une qualité trés précieuse de l'acide picrique, c'est sa grande
puissance de pénétration. Cette propriété, jointe & cette autre, qu'il
ne nuit nullement aux éléments des tissus lors d’une immersion
prolongée, fait des liquides picriques les fixateurs par excellence des
Arthropodes.

L’acide picrique laisse & désirer sous quelques rapports. Les
lavages nécessaires pour 1'éloigner des tissiis n'operent que trés
lentement; il faut souvent des semaines entiéres pour les mener &
bonne fin. 1l faut aussi reconnaitre que l'acide picrique est un
fixateur peu énergique: on lui souhaiterait souvent une action
coagulante plus prononcée. On arrive & parer en quelque mesure a
ces deux inconvénients en combinant I'acide picrique avec d’autres
réactifs, comme dans les mélanges qui vont suivre.
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35. Acide picro-sulfurique (Liqueur de KLEINENBERG; Quart.
Journ. Mic. Science, April 1879, p. 208. — Formule de PAuL MAYER ;
Journ. Roy. Mic. Soc., N. S., 2, 1882, p. 867. D'aprés Whitman). —
Nous supprimons la formule originelle donnée par Kleinenberg pouf
la préparation de ce liquide classique, celle que nous donnons étant
beaucoup plus commode. Prenez :

Eau distillée. . 100 volumes.
Acide sulfurique concenlré. 2 -

Mélez, et ajoutez de I'acide picrique autant qu'il s’en dissoudra.
Filtrez, et ajoutez 3 volumes d’eau (excepté pour les Arthro-
podes, pour lesquels on emploie la solution non diluée). (N'y aurait-
il pas avantage & réserver le nom d’« acide picro-sulfurique » a la
golution non diluée, et & appeler « Liqueur de Kleinenberg » la
solution étendue? La solution non diluée est indispensable pour les
Arthropodes, et nous parait mériter une désignation propre.)

Kleinenberg avait recommandé d’ajouter au liquide de la créosote a sa-
turation. Cette addition avait pour but de parer & un inconvénient que
présente I'acide picro-sulfurique (comme aussi l'acide osmique), & savoir
de causer souvent un gonflement des blastomeres. Il a élé constaté a la
Station zoologique de Naples que cette addition ne produit pas de diffé-
rence perceptible dans les résultats et on 1'a généralement abandonnée,

On laisse les objets dans ce liquide, selon leurs dimensions, pen-
dant trois ou quatre heures, ou méme jusqu’a vingt-quatre heures
(les immersions prolcngées ne nuisent nullement aux objets). On
les porte alors dans de I'alcool & 70 degrés, ou on les lave comme
nous 'avons dit pour 'acide picrique. Nous croyons devoir répéter
ce que nous avons déja dit a la page 39 - (ueles objets fixés dans
les liquides picriques ne doivent jamais étre lavés a Ueau.

On colore comme nous 'avons dit pour 'acide picrique.

Nl y a quelques précautions & prendre avec I'acide picro-sulfurique.
Quoiqu'il se diffuse assez rapidement a travers les cuticules, il va sans
dire que la chitine épaisse s'oppose & son passage. Les Arthropodes
un peu gros, les Insectes et les Isopodes de grande taille, doivent étre ou-
verts et injectés largement avec le liquide & 'aide d'une pipette. De plus,
et ceci est un point trés important, on emploiera des quantités trés gran-

* des de liquide, et on aura le plus grand soin de renouveler le liquide
aussitdt qu'il sera devenu trouble. On ne doit jamais laisser les objets pen-
dant un temps considérable dans un liquide qui v'est pas parfaitement
limpide.
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Ce liquide est un fixateur plus énergique que I'acide picrique pur. Il a
en outre l'avantage de se laisser enlever au lavage bien plus facilement.
Pour la zoologie marine, il a la propriété trés précieuse de débarrasser les
organismes des sels de 1'eau de mer en méme temps qu'il les fixe. Il est
en généralun fixateur trés fidele; du reste, nous n’avons pas besoin de re-
commander un réactif qui depuis si longtemps est employé généralement
plus qu'aucun autre fixateur.

11 a quelques désavaniages quilui sont particuliers. A cause de la pré-
sence de l'acide sulfurique, ce réactif gonfle le tissu conjonctif; c’est assez
dire que pour les Veriébrés il n’est qne d'une application restreinte.
Emery trouve cependant qu'il peut servir pour les Poissons et pour les
embryons de Vertébrés, a condition de ne pas les laisser plus de trois ou
quatre heures dans le liquide (1). Puis, pour les objets qui contiennent
des éléments calcaires, il n'est pas 4 recommander, car il dissout la
chaux el la laisse ensuite précipiter dans les tissus sous forme de cristaux
insolubles de gypse. Pour de tels objets, il est préférable d'employer un
des liquides suivants, acide picro-nitrique, ou acide picro-chlorhy-
drique.

36. Acide picro-nitrique. (PaurL MayYER; Mitth. Zool. Stat. Neapel,
1881, p. 35.)

Eau distillée. R 100 volumes
Acide nitrique (de 25 p. 100 Az20%). 5 —
Acide picrique, autant qu’il s’en dissoudra.

On ne dilue pas.

Propriétés tres semblables a celles de I'acide picro-sulfurique, avec
I'avantage de prévenir la formation de cristaux de gypse, et l'incon -
vénient d'étre beaucoup plus difficile a éloigner des tissus par le
lavage. Whitman (Journ. Roy. Mic. Soc., N. S., 2, 1882, p. 868) rap-
porte que Paul Mayer le recommande beaucoup, et trouve qu’avec
des ceufs qui contiennent beaucoup de deutoplasme, comme ceux
de Palinurus, il donne de meilleurs résultats que I'acide nitrique,
'acide picrique ou l'acide picro-sulfurique.

18;3;7. Acid)e picro-chlorhydrique. (PaurL MaYER ; Mitth. Zool. Stat. Neapel,
y P. 5.

(1) T produit égal.en}ent des gonflements et des macérations des tissus chez
l(ias‘Crustacés parashxtalres, comme l'a observé Fraisse pour I'Enfoniscus Cavo-
lini; — voyez Arbeiten Zool.-Zoot. Inst., Wiirzburg, 1877-78, 1V, p. 383.
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Eau distillée. . . 100 volumes
Acide chlorhydrique (2 25 p. 100 HCI) . 8 —
Acide picrique, autant qu'il s’en dissoudra.

On ne dilue pas.
Propriétés semblables & celles de I'acide picro-nitriqne.

(Nous citons l'opinion de P. Mayer. Quoique nous n’ayons que peu
d'expérience de ce réactif, qu’il nous soit permis de faire observer que
I'acide chlorhydrique a des propriétés histologiques trés différenles de
celles de l'acide nitrique. En particulier, il exerce une action dissolvante
sur la nucléine; ce qui nous fait douter qu'on puisse avoir confiance
dans ce mélange pour la conservation des noyaux.)

38. Note sur la décalvification au moyen de lUacide picro-nitrique ou
Pacide picro-chlorhydrique. — It vient naturellement a I'esprit que ces deux
liquides pourraient étre trés utiles pour les décalcifications. Paul Mayer
fait observer a ce sujet que l'action en est extrémement rapide et que le
dégagement de 1'acide carbonique est souvent assez abondant pour pro-
duire des lésions dans les tissus par une action mécanique; de sorte qu'il
est souvent préférable d’employer 1'acide chromique, d’autant plus que ce
durcissant énergique serl d’une facon tres efficace & agir contre 1'affaisse-
ment des tissus qui peut résulter de la disparition de leur charpente
calcaire.

89. Acide pioro-chromique. (For; Lehrd., p. 100.) —Nous n’avons pas
d’expérience personnelle de ce réactif, et nous ne savons pas & qui nous
en devons l'introduction dans la technique. Voici ce qu'en dit Fol, loc. cit. :
¢« Ce réactif durcit les tissus d’'une maniére admirable, sans géner en au-
cune fagon les colorations; mais il a peu de puissance de pénétration et
fixe lentement, et pour cela ne peut étre recommandé que pour des ob-
jets peu volumineux. »

La formule est :

Acide picrique, sol. concentrée dans l'eau. 40 volumes
Acide chromique & 1 p. 100 25 —
Eau . 65 —

Au moment de s’en servir, on peut ajouter environ 0,005 d’acide
“osmique, ce qui en rend I'action plus énergique. Laver légérement a I'eau
(qu’il vaut mieux prendre chaude, presque bouillante), puis & fond avec de
l'alcool.

40. Mélanges pioro-osmiques. — Frewmine (Zells. Kern-u.-Zellth.,
p. 381) a essayé des mélanges faits en substituant & I'acide chromique



44 AGENTS FIXATEURS.

(Max Flesch et Flemming) de I'acide picrique a 30 p. 100 (1). Ces mélanges
donnent des résultats identiques a ceux des mélanges chromo-osmiques,
si ce n'est qu’ils rendent les colorations encore plus difficiles.

41. L’acide acétique et 1’acide formique sont surtout employés
comme fixateurs pour les noyaux. La concentration & employer est diffé-
rente pour les diverses sortes de noyaux. On peut dire d’une maniére géné-
rale que les meilleures concentrations se trouvent entre les limites de 0,2
a 1 p. 100. Des concentrations supérieures, 5 p. 100 et plus, fixent bien les
structures nucléaires pendant un moment, mais ensuite les font gonfler et
palir, ce qui n’arrive pas avec les solutions trés diluées. Voyez, & ce sujet,
Flemming, Zellsubstanz, etc., pp. 102-103 et 380.

L'action de ces deux acides est & peu prés la méme. Nous croyons que
I’acide formique se montre plus pénétrant et plus énergique. L’acide acé-
tique a sur I'acide formique le grand avantage d’étre cristallisable, ce qui
permet de titrer facilement les solutions, en prenant pour point de départ
I'Acidum aceticum glaciale.

L'acide acétique concentré est employé quelquefois, mais rarement,
pour tuer et fixer en méme temps des organismes extrémement contrac-
tiles, tels que certains Vers et Ceelentérés. Il a la précieuse qualité de tuer
avec une rapidité foudroyante, son action étant peuf-étre plus rapide
que celle d’aucun fixateur connu, sans excepter le sublimé bouillant. il a
aussi 'avantage de ne pas causer d’opacité dans les tissus, qu’il laisse
aussi transparents que pendant la vie. La raison pour laquelle on ne ’em-
ploie que rarement, c’est que son action laisse & désirer sous le rapport
de la bonne conservation des fins détails histologiques et cytologiques. Le
modus operandi est d’inonder brusquenent les organismes a fixer avec de
Pacide acétique cristallisable; les y laisser le temps nécessaire pour qu’ils
en soient pénétrés — temps qui ne doit pas dépasser cing & six minutes;
puis les transporter dans l'alcool & 50 ou 70 degrés qu’on a soin de renou-
veler fréquemment jusqu’a ce que I'acide ait été éloigné. Voyez I'exemple
de I'emploi de ce fixateur que nous donnons au n° 702.

(1) Sic. Flemming veut dire, sans doute, 0,50 p. 100, ou peut-étre 5,0 p. 100.
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AGENTS FIXATEURS

CHALEUR, ALCOOL ET AUTRES

42. Fixation par la chaleur. — Dans certains cas, celte mé-
thode, qui est due, croyons-nous, & BoBRETZKY, est non seulement
utile, mais donne de meilleurs résultats que toute autre. On com-
prendra facilement qu’elle soit précieuse pour le cas de structures
contenues dans des capsules ou enveloppes de chitine ou autre sub-
stance imperméable aux liquides, et trop petites pour qu'il soit
possible d’ouvrir ces enveloppes a l'aiguille. Or nous pouvons fixer
en un instant par la chaleur des objets de cette nature qui ne se
laissent absolument pas pénétrer avec une rapidité suffisante par
aucun des fixaleurs liquides que nous connaissons. Citons les
ceufs de certains Arachnides, des Pycnogonides, les ceufs et méme
les larves de certains Bryozoaires, qui se fixent mieux par ce moyen
que par tout autre. Puis il y a un autre avantage, qui peut quelque-
fois étre d’'une grande importance. C’est que, comme le fait observer
avec raison Carnoy (La Biologie cellulaire, 1884, p. 103), cetle mé-
thode n'introduit dans les objets aucun €lément étranger, ce qui
est une considération des plus importantes au point de vue des
réactions microchimiques qu’on peut désirer pratiquer par la suite.
Il en est nalurellement de méme des colorations usuelles. L'applica-
tion de la méthode est des plus simples. On met les objets dans I'ean
conlenue dans un verre de montre, et on chauffe avec la flamme
d'une lampe a alcool, de fagon & porter le tout aussi rapidement
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que possible & la température voulue. Ou bien, si cela peut se fairt?,
on les jette d’emblée dans de l'eau qui a été préalablement portée
a la température qu’on désire employer. Nous ne sommes pas en
mesure d’indiquer avec quelque précision les températures conve-
nables, qui doivent naturellement varier selon les objets. Nous pen-
sons qu'une chaleur de 80° a 90° suffira le plus souvent, et que
méme quelquefois on n’aura pas besoin d'aller au dela de 60
D’autre part, on pourra souvent employer de ’eau bouillante sans
que des objets méme trés délicats en souffrent. Il va sans dire qu'il
ne s'agit que d’'une immersion de quelques secondes dans de l'eau
bouillante ou presque bouillante.

Tl peut étre quelquefois bon (par exemple, pour des objets dont on
désire faire des coupes) de faire suivre la fixation ainsi obtenue par
un durcissement supplémentaire. On peut prendre a cet effet, par
exemple, le bichromate de potasse, un mélange cliromique, ou, selon
les cas, l'alcool. On se gardera naturellement de traiter les objets
par I’eau pure, s'ils n’ont pas recu d’autre durcissement que la coa-
gulation par la chaleur.

43. Les alcools. — Sous ce titre nous comprenons les divers
mélanges d’alcool éthylique avec de 1'eau dont on se sert en histo-
logie. De tous ces mélanges, il n'y a guere que les alcools dilués, au
tiers environ, d’un coté, et, de l'autre, 'alcool absolu, qui puissent
étre considérés comme des agents fixateurs. L’alcool absolu a l'effet
d'un fixateur parce qu'il tue et coagule les éléments avec une telle
rapidité qu’ils sont fixés dans leur forme avantque l'action déshy-
dratante, pourtant si énergique, de cet alcool, ait en le temps de
déformer les structures molles. 11 y a bien déshydratation el ratati-
nement, mais c¢’est 'action coagulante rapide qui 'emporte, et 'on
obtient des fixations qui peuvent quelquefois compter parmi les
meilleures. L’action des alcools dilués repose sur un principe opposé.
Dans ce cas, on choisit une dilution telle que l’alcool, tout en gar-
dantunepropriété coagulantesuffisante, contienne cependanten méme
temps une proportion suffisante d’eau pour que son action déshydra-
tante soit pratiquement nulle ou du moins insignifiante. G'est 'alcool
au tiers qui réalise le plus compléetement ces conditions. Dans les
alcools intermédiaires entre celui-ci et I'alcool absolu, c¢’est 1'action
déshydratante qui a le dessus, de telle sorte qu’on ne peut pas les
employer seuls comme fixateurs. Nous ferons observer cependant
qu’on peut trés bien les employer comme véhicules d’un fixateur
foudroyant, et qu'il est quelquefois 'méme avantageux de le faire.
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Nous pouvons ainsi augmenter la puissance de pénétration du
sublimé corrosif. On peut également combiner avec 'alcool I'acide
chromique ou I'acide nitrique; et le perchlorure de fer donne des
résultats bien meilleurs lorsqu’on l'emploie en dissolution pure-
ment alcoolique que lorsqu’on le mélange & de I'eau. C’est en général
'alcool & 70 degrés qu’il convient d’employer pour ces sortes de
mélanges.

44. Alcool au tiers (allemand: Drittelalcohol ; Ranviersche Alcohol
dilutus; anglais : One-third alcohol; italien : Alcool al terzo). —
Cet alcool est composé de deux parties d’eau et d’une partie d’alcool
4 36 degrés Baumé. Puisque I'alcool 4 36 degrés contient 89,6 p. 100
d’'alcool absolu, il s’ensuit que 1'alcool au tiers contient environ 29,9
p- 100 d’alcool absolu. Nous recommandons de le titrer soigneuse-
"ment, car les effets peuvent dépendre en grande partie du degré
de dilution. Cette formule, aujourd’hui devenue classique, est due &
RANVIER, qui en indiqua les applications si diverses. (Voir le I’raité
technique d’Histologie de ce savant, p. 241 et passim.)

L’action de ce réactif est trés peu énergique et partant laisse beau-
coup & désirer sous le rapport de la conservation des structuses. Les
noyaux surtout sont conservés d’une facon tout a fait insuffisante par
ce réactif. Il ne durcit méme pas toujours suffisamment pour per-
mettre aux tissus de résister au ratatineinent causé par I’emploi
subséquent d’alcools plus forts. C'est donc surtout pour les prépara-
tions extemporanées, et comme moyen commode de préparer des
organes pour la dissociation, qu’il peut rendre des services. On peut
laisser les objets jusqu’a vingt-quatre heures dans cet alcool, mais
pas davantage, & moins qu’on ne désire produire la macération des
tissus. On peut colorer au picro-carmin, ou avec le carmin aluné ou
le vert de méthyle.

45. Alcocls plus faibles et intermédiaires. — On a trouvé que pour
certains cas, d'ailleurs trés spéciaux (par exemple, pour la rétine), des
alcools plus faibles, au quart ¢t méme au cinquiéme, donnent de meilleurs
résultats que P'alcool au tiers. Mais ces cas sont tout a fait exceptionnels.

Nous en dirons autant de l'emploi de l'alcool & 50 degrés que nous
avons trouvé recommandé pour I'élude des muscles lisses.

46. Alcool absolu. — Se trouve dans le commerce. Difficile & pré-
parer, il est également difficile & conserver, parce qu'il est trés
hygrométrique. Fol recommande de le conserver dans des flacons
& double fermelure, et d'y ajouter quelques morceaux de chaux



48 AGENTS FIXATEURS.

vive. L’addition de cette substance est utile non seulement pour
maintenir le titre de ’alcool en absorbant & mesure l'eau qui peat
sy introduire, mais aussi pour neutraliser les acides qui se trouvent
presque toujours présents dans I'alcool du cominerce.

Ranvier a introduit dans son laboratoire la méthode suivante pour pré-
parer soi-méme un alcool suffisamment absolu » pour tous les usages
pratiques. On prend un flacon a large goulot et de la contenance d'un
litre, et on le remplit aux trois quarts d'alcool ordinaire fort. Ou y verse
alors uné certaine quantité de sulfate de cuivre calciné, en poudre, on
ferme vite le flacon et I'on agite. On laisse en contact pendant un jour, en
agitant de temps a autre. Puis on décante et I'on répéte 'opération avec
une nouvelle dose de sulfate de cuivre. Dés qu’en ajoutant une nouvelle
portion de sulfate de cuivre calciné, on n'obtient pas de bleuissement
de ce sel, et qu'en mélant une goutte de 'alcool & une goutte de téré-
benthine on n'obtient pas de gouttelettes d'eau visibles au microscope,
on peut eslimer que l'alcool est suffisamment anhydre pour tous les
usages ordinaires.

Pour préparer le sulfate de cuivre, on prend du sulfate de cuivre -ordi-
naire (CuSO*—+ 5Aq), on le réduit en poudre, et on le chauffe au rouge
pour chgsser I'eau de cristallisation.

Nous faisons observer que pour les fixations on fait bien d’étre extréme-
ment exigeant quant au titre de I'alcool.

Ce réactif est d'une utilité incontestable. On I'emploie beaucoup
dans les recherches cytologiques, pour lesiquellesil a le grand avan-
tage dene géner en aucune facon les colorations. D'aprés notre ex-
périence, il fixe bien les structures nucléaires, mais cause en général
un ratatinement considérable du cytoplasma. Il peut donner quelque-
fois des préparations trés passables d’organes entiers, mais celles-ci
auront toujours subi un ratatinement plus considérable que les pré-
parations faites avec un des bons fixateurs aqueux. Il faut avoir soin
d’employer une proportion tres grande d’alcool. Les piéces fixées ne
doivent pas étre conservées dans l'alcool absolu, qui les rendrait
cassanles, mais dans l'alcool 4 90 p. 100 environ. Et il est méme bon
de ne pas les laisser trop longtemps dans ce dernier, si 1'on veut
obtenir de bonnes colorations nucléaires. Comme colorant des objets
traités par 1'alcool absolu, le carmin a I'alun est trés vants.

Ce réactif est naturellement trés pénétrant. Cette propriéts fait qu'il
est trés précieux pour la conservation de certains organismes qui se
trouvent étre parmi les plus imperméables. Ainsi Mayer trouve que
I'alcool absolu et bouillant est le seul réactif qui permette de fixer
certains Arthropodes assez rapidement pour éviter la macération des
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parlies internes, macération qui a lieu lorsqu'on emploie 'alcool
ordinaire et froid, qui pénétre avec une trop grande lenteur (surtout
chez les Trachéates). Pour les Spongiaires et les larves de ce groupe,
c'esl apparemment I'alcool absolu qui fournit les piéeces le mieux
conservées. OnI'a préconisé pour la conservation de certains Vers
(Magelona).

Nous avons déja dit que Gilson s’est derniérement servi de la
vapeur d’aleool pour fixer des objets délicats. On trouvera plus loin,
ne 582, I'exposé de la méthode de cet anatomiste.

47. Aloool acidulé (Méthode de PauL Maver). — On ajoule 3 volumes
d’acide chlorhydrique pur a 97 volumes d’alcool & 90 degrés dans le-
quel on a préalablement fait dissoudre un peu d’'acide picrique. On ne
doit y laisser les objets que juste le temps nécessaire pour assurer la péné-
tration de l'alcool. Ensuite on lave dans de I'alcool pur & 90 degrés jus-
qu'a ce que la coloration jaune de I'acide picrique ait disparu, ce qui est
un signe que l'acide chlorhydrique a également été éloigné.

Ce mélange ne remplit pas 'oftice d’un fixateur histologique proprement
dit, vu qu'il ne conserve pas suffisamment bien les éléments; il sert pour
la préparation des piéces qu'on désire conserver dans l'alcool pour I'étude
et la dissection macroscopiques. L'addition de I'acide chlorhydrique a pour
but de prévenir le collage des organes par les liquides périviscéraux qui
est la suite si ordinaire de I'action de I'alcool pur; el aussi de prévenir la
précipitation & la surface des organes des sels de l'eau de mer, circon-
stance qui met obstacle & la pénétration de I'alcool lui-méme, puis A celle
des liquides destinés & la coloration.

Whitman fait observer que ce mélange perd ses propriétés apres avoir
616 gardé quelque temps, la présence de l'acide donnant lieu & la forma-
tion de certains éthers. 11 ajoute qu'on peut prendre de l'alcool a

.70 degrés pour les lavages. ‘

48. Liqueurs aux sels de ouivre (Liqueur de Ripart et Petit). (Car-
Noy, La Biologie cellulaire, p. 95.)

Eau camphrée. . 75 gr.
Eau distillée. 75 gr.
Acide acétique cristallisé. 1 gr.
Acétate de cuivre. 0gr. 30
Chlorure de cuivre.. 0 gr.30

Pour éviter le dépdt de cristaux de camphre dans les préparations, on
emploie de I'eau camphrée non saturée.

Carnoy trouve que cette liqueur est un réactif excellent. Elle ne fixe que
trés modérément, mais conserve néanmoins d'une maniére admirable les

ANAT. MICROSC. &
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structures cellulaires. Cette formule a le grand avantage de « permetire a
l'observateur d'y ajouter, sans amener de précipité, divers corps dont les
cicconstances lui dictent I'emploi. Ainsi, on peut y ajouler impunément
une goutte d’acide osmique, seul ou additionné d’eau de l.n'ome, pour
fixer davantage les cellules riches en protoplasma. La coloration dunoyau
s'obtient instantanément au sein de cette liqueur par le vert de méthyle,
et elle s’y conserve sans altération pendant longtemps. (Loc. cit., p.127.)

49. Le vert de méthyle seul est un agent fixateur, trés délicat, il est
vrai, mais qui rend de grands services en cytologie, comme nous avons
pu nous en assurer. On I'emploie sous forme d'une solution un peu forte
dans I'eau. On peut I'additionner d’acide acétique, ou d'acide osmique et
de certains autres agents fixateurs. Voyez au chapitre des MErnopEs
CYTOLOGIQUES ». (CaRNOY ; La Bivlogie cellulaire, p. 107, et passim.)

50. L’'iode est un réactif durcissant, qui péneétre rapidement, et qui,
quoiqu’il ne conserve pas les cellules avec une grande fidélité, peut cepen-
dant rendre des services pour des préparations extemporanées, On s’en
sert en solution aqueuse dans l'iodure de potassium. Yoici, d’aprés Fol la
formule de la solution de LucoL.

Eau. 100 parties.
Iodure de potassium.. 6 —
Tode. b —

FoL prend une solution saturée d’iode dans une solution aqueuse con-
centrée d'iodure de potassium et 1'étend selon les cas de 100 & 500 vo-
lumes d’eau (FovL; Lehrb., p. 103).

S. Kent a trouvé ce réactif souvent meilleur que l'acide osmique pour
fixer les Infusoires.

Nous faisons observer qu’il fonctionne commme fixateur dans le « Sérum -
i0dé »,

61. L’alun est un agent fixateur que nous croyons indment négligé.
Ranvier n'a-t-il pas trouvé que de tous les réactifs c'est 'alun qui fixe le
mieux les cellules du cartilage? (Traite technique, p. 279).

Pour la conservation des Méduses, PAGENSTECHER recommande de prendre
une parlie d'alun et deux parties de sel cuisine, et d’en faire une forte solu-
tion. Nous avons vu employer avee succés une solution saturce d’alun
dans l'eau de mer, pour la fixation et la conservation de Salpes, de
Méduses, de Cténophores et autres animaux pélagiques. Cette solution
sert en méme temps de liqueur conservatrice. Les détails histologiques
sont conservés daus ce liquide mieux qu'on ne le penserait; mais il
présente un inconvénient, c'est que l'alun s'attache aux tissus avec une,

ténacité trés grande, ne se laisse enlever qu'a grand’peine par le lavage
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et cristallise dans les tissus aussitdt qu’'on porte les piéces dans I'alcool.
C'est Ja un ineenvénient grave pour les fixations.

62. Nitrate d’argent. — Ons’en sert dans I'étude des épithéliums, non
seulement pour imprégner les tissus dans le but de démontrer les con-
tours des cellules par le noircissement des espaces intercellulziires, mais
aussi comme fixateur des cellules. On prend des solutions de 0,5 & 2 p. 100
et on les luisse agir pendant quelques instants seulement. En prenant des
solutions plus faibles (0,3 p. 100), on peut les laisser agir plus longtemps
(une heure).

On lave 4 'eau. Employé, comme nous I'avons dit, en solutions faibles
pendant peu de temps, le nitrate d'argent ne géne pas les colorations. 11
donne quelquefois de fort bons résultats, mais les conditions dans lesquelles
ils se produisent ne sont pas encore suffisamment connues pour que I'on
puisse obtenir ces résultats d'une maniére certaine. C’est & cause de cet
élément d'incertitude que ce réactif ne peut pas prendre rang parmi les
fixateurs habituels.

58. Permanganate de potasse. — D’aprés G. Du Pressis, cette sub-
stance aurait les propriétés de 'acide osmique. Elle lui serait méme supé-
rieure pour des objets délicats, tels que les Infusoires. On s’en sert en solu-
tion saturée dans de l'eau. On y laisse les objets trente minutes a une
heure, puis on les met dans 1'alcool. Voyez « Bulletin de la Société¢ Vaudoise
des Sciences Naturelles 2° sér., XV, p. 278 (1878) ». Cette méthode aurait
donné d’excellents résultats avec des Echinodermes, des Ceelentérés, des
Vers et des Arthropodes 1narins,

Nous rappelons que le permanganate macére énergiquement; on ne
peut donc I'employer que 1a ol on ne tient pas & conserver les rapports
des éléments.

54. L'agétate d’'uranium a été employé récemment par ScHENE (voyez
Mitth. aus. d. embryol. Inst. Wien, 1882, p. 95). Il convient d’employer
une solution saturée danseau. C'est un réactif qui, d’aprés GiLson, donne
quelquefois (pas toujours) de fort bons résultats, surtout pour des tissus
d’Arthropodes. « Il a 'avantage sur bien d’autres agents fixateurs de ne
pas précipiter le vert de méthyle, et de fixer les cellules modérément, sans
les contracter. 11 a aussi la propriété, signalée par Schenk, de diffuser
assez facilement A travers les cuticules. Toutefois il est des enveloppes qui
lui résistent aussi bien qu’aux autres réactifs; telle est, par exemple, la
cuticule des Rotateurs; ceux-ci peuvent, en effet, y vivre assez longtemps.
Néanmoins ce réactif nous parait destiné & rendre des services surtout
dans I'étude des tissus des Arthropodes. » (GiLsoN; « Spermatogenése des
Arthropodes » daus « La Cellule », I, 1885, p. 141.)

Ajoutons que les sels d’uranium sont des mordants pour le carmin,
comme 'a démontré Gierke (« Farberei », etc., Zeit. f. wiss. Mikroskopie,
1, 1884, p. 92.)
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55. Le molybdate d’ammoniaque, qui a ét¢ recommandé par Merkel
et par Krause pour la coloration du systéme nerveux par imprégnation,
et dont nous parlerons a cet égard plus loin, parait devoir &tre cilé parmi
les agents fixateurs. For dit qu'une solution & 5 p. 100 de ce sel suffit
pour fixer les tissus, et, si elle est exposée a la lumiére, les colorer en
méme temps en vingt-quatre heures (For, Lehrbuch, etc., p. 180. Pour plus
de détails, voyez plus loin, au chapitre des « IMPREGNATIONS METALLIQUES ).



CHAPITRE VII

REACTIFS DURCISSANTS

56. Nous avons expliqué que dans la marche normale de la pré-
paration des objets pour l'inclusion dans la paraffine ou dans la
celloidine, ou pour le montage direct dans le baume, les piéces passent
a travers des alcools successivement plus forts, pour se trouver i la
fin complétement déshydratées par I'alcool absolu. Dans beaucoup
de cas, ce traitement suffit pour communiquer aux tissus la consis-
tance voulue pour les coupes ou pour les dissections. Mais il est des
objets qu'il ne suffit pas de traiter selon cette méthode. Pour des
objets trés volumineux, tels que 'encéphale humain, ou les embryons
humains de trois mois et plus, il ne saurait étre question de fixation
dans les régles. Ces objets n’arrivent en général entre les mains de
I'anatomiste que plusieurs heures aprésla mort du sujet qui les four-
nit. Et d’ailleurs, des piéces aussi volumineuses ne se laissent péné-
trer par aucun réactif avec une rapidité qui suffirait & assurer la
fixation précise des éléments dans 1'état ou ils se trouvent pendant
la vie. De plus, pour ces piéces trées volumineuses nous sommes sou-
vent forcés de renoncer a l'inclusion par infiltration; on comprend
facilement que I'encéphale humain ne saurait étre infiltré de paraf-
fine en un laps de temps raisonnable. Et méme parmi les petits
objets nous en trouvons qui n'acquiérenl pas une bonne consis-
tance pour les coupes par le simple passage & travers les alcools.
Dans tous ces cas on a recours & 'action de réactifs durcissants.

Ces réactifs sont en général essentiellement de méme nature que
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ceux que nous employons pour la fixation; seulement on les emploie
pour le durcissement sous forme de solutions beaucoup plus éten-
dues, et 'on met & profit surtout ceux d’entre les fixateurs dont
'action est la plus douce et la plus égale. Ce sont principalement des
sels de chrome et des chlorures. Pour chacun de ces réactifs nous
renvoyons au chapitre précédent pour les explications relatives &
son action sur les tissus au point de vue des colorations.

Il importe beaucoup que le volume du liquide durcissant soit con-
sidérable relativement a celui de I'objet & durcir, ou du moins qu'il
soit trés fréquemment renouvelé. Car autrement, les substances des
tissus, qui viennent a en sortir par diffusion, se mélangent au liquide
durcissant, et, si celui-ci n’est pas en volume suffisant, en altérentla
composition a tel point qu’il n'agit plus de la maniére voulue; il
peut méme, en se chargeant de ces substances, exercer une action
macérante, résultat directement opposé a ce que I'on désire réaliser
par le durcissement. De plus, on observera qu'aussitot qu'en se
chargeant de ces substances le liquide extérieur est devenu d’une
composition semblable, sous le rapport de la proportion de sub-
stances colloides et cristalloides qu’il contient, a celle du liquide qui
baigne les tissus, la diffusion doit nécessairement cesser, 1'équilibre
osmotique étant établi; et le liquide durcissant ne pénétre plus.
D'autre part, il parait que la présence d'uue faible proportion de
colloides dans le liquide durcissant est favorable & la bonne con-
sistance des tissus, en les empéchant de devenir friables. Il faut
trouver par I'expérience les proportions qui conviennent pour chaque
objet et pour chaque réactif; tout ce que nous pouvons faire ici, ¢’est
d'insister sur I'importance de 'emploi d'une quantité convenable de
réactif.

Il est bon d’employer, pour les durcissements, des récipients cylin-
driques, et d'y suspendre les objets avec un fil, de telle sorte qu'ils
se trouvent naaintenus vers le haut du liquide. De cette facon, ils se
trouvent entourés d’'une atmospheére de liquide durcissant aussi pure
que possible, les substances extraites des tissus s’y répandant par
diffusion plus librement, et les précipités qui peuvent se former dans
le liquide allant gagner le fond.

On prend pour régle générale de commencer toujours le durcis-
sement avec des réactifs dilués; on en augmente la concentration a
mesure que les lissus se trouvent, par suite du durcissement qu'ils
ont acquis, en état de supporter une action plus énergique.

On veille avec soin & ce que I'action du réactif durcissant ne soit
pas prolongée au dela du temps (ui est strictement nécessaire pour
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donner aux tissus une consistance suffisante; autrement les tissus
deviennent friables, et les colorations deviennent de plus en plus
difficiles.

Les formules qui vont suivre sont distribuées dans I'ordre que
nous avons employé pour les agents fixateurs : Acides minéraux,
leurs Sels, Chlorures, Acides organiques, Alcool, et Iode.

ACIDES MINERAUX

57. Acide chromique. — On I'’emploie, en général, en solutions de
0,2 a 0,5 p. 100, dans l'eau. La durée de la réaction est de
quelques jours & quelques semaines, selon la nature de I'objet. En
général, on peut dire de I'acide chromique qu'il agit avec une trés
grande rapidité. 11 permet d’obtenir en quelques jours un degré de
durcissement qu'on n’obtiendrait pas en plusieurs semaines, par
exemple, avec le bichromate de potasse. Les membranes muqueuses
8’y durcissent d’'une maniére satisfaisante en deux ou trois jours, le
cerveau en six semaines environ. D’aprés RANVIER, il faut prendre,
pour des fragments de tissu de 1 centimétre de coOté, 200 grammes
de liquide. Cet auteur dit en outre qu'on ne doit jamais employer des
fragments ayant plus de 3 centimeétres de coté, si I'on veut obtenir
les meilleurs résultats. Pour durcir une moelle ¢piniére d’Homme,
il faut prendre deux litres de liquide, et le renouveler au bout de
quelques jours. Il faut six semaines & deux mois pour compléter le
durcissement.

Ainsi que nous I'avons déja dit, on commencera par des solutions
trés faibles, dont on augmentera graduellement la concentration,
si cela est nécessaire; et I'on veillera surtout & enlever les objets de
la solution aussitot qu'ils ont acquis une consistance suffisante. Cela
est particuliérement important dans le cas de l'acide chromique,
qui a le défaut de rendre les objets trés cassants pour peu que son
action soit prolongée. On doit les laver a I’eau, et les mettre pour la
conservation dans 'alcool & 90 degrés.

Nous appelons l'attention du lecteur sur ce que nous avons dit
plus haut (14 #is) & propos de 1'action de la lumiére sur 'alcool qui
contient des piéces chromiques ; il est bon de les tenir complétement
& I'abri de la lumieére. Il faut renouveler I'alcool & mesure qu'il prend
une coloration jaune. Ces deux observations s'appliquent également
& la conservation des pi&ces traitées par les sels de 'acide chro-
mique, ce dont nous prions le lecteur de prendre note.



56 REACTIFS DURCISSANTS.

L’acide chromique est un durcissant de premier ordre ; son grand
défaut est la facilité avec laquelle il rend les tissus cassants.

58. Acide chromique et aleool. (Liguide de UrBsN PRriTcHARD.) — Acide
chromique, 1 partie; eau, 20 parties ; esprit-de-vin, 180 parties. — On fait
dissoudre 1'acide chromique dans I'eau, et on ajoute l'esprit-de-vin. (Si
l'on ajoute directementl'alcool a I'acide chromique, il se produit une réac-
tion d’'une grande violence.) La solution prend bientdt une coloration
brunatre. Si, au bout de quelques jours, elle prend une consistance un
peu gélatineuse, il faut la renouveler.

Ce liquide est parliculierement propre, selon Pritchard, au durcissement
d’organes tels que la rétine, le limacon. La durée de la réaction pour ces
objets est de sept & dix jours. (Voyez Quart. Journ. Mic. Science, 1873,
p. 4217.)

59. Acide osmique. — Employé seul, 'acide osmique est bien moins
utile comme durcissant que comme fixateur. Il a les grands défauts de
noireir les tissus et de les rendre friables. On I'emploie sous forme de so-
lution de0,2 a 1 p. 100; on y laisse rarement les tissus plus de vingt-quatre
heures. (Voyez plus haut, n°® 13.)

60. Mélange chromo-osmique. (Max FLEscu.) — Mélange chromo-
acéto-osmique. (FLEMMING.) — On peut laisser les objets trés longtemps
dans ces mélanges, sans qu'ils en souffrent beaucoup, et obtenir ainsi le
durcissement de piéces volumineuses. (Voyez plus haut, nos 17-19.)

61. Acide nitrique. — Il est également beaucoup plus employé comme
fixateur que comme durcissant. Pour les durcissements on l'emploie
cependant quelquefois, a2 une concentration de 3 & 10 p. 100. On le laisse
agir pendant deux ou trois semaines. Employé de cette maniére (10 &
12 p. 100), il fouruit des préparations de l'encéphale qui sont en méme
temps trés dures et flexibles,

SELS CHROMIQUES

62. Bichromate de potasse. — Probablement le plus important de
tous les agents durcis=ants proprement dits. Ce sel se trouve dans le
commerce sous forme de beaux cristaux de couleur orange, parfaite-
ment stables. 1] est trés soluble dans I’eau, mais les soluijons ne sont
pas parfaitement stables, et (comme celles de 'acide chromique) se
détruisent plus ou moins & la lumiére, et (moins cependant que
celles de I'acide chiromique) se laissent envahir par des moisissures.
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11 est donc bon de les tenir dans I'obscurité et d’y ajouter quelques
morceaux de camphre.

On prend pour les durcissements des solutions de 2 4 5 p. 100.
Comme pour l'acide chromique, il est urgent d’employer d’abord les
concentrations faibles, et de passer graduellement aux plus fortes. 11
est également important que la quantité de la solution soit trés
abondante. Le durcissement est extrémement lent; il faut des
semaines pour arriver au degré de consistance qu'on obtient en
quelques jours avec 'acide chromique. Mais la consistance qu’on
obtient est irréprochable, et le procédé a sur celui de I'acide chro-
mique le grand avantage qu'il n’est pas nécessaire de guetter aussi
minutieusement le moment ot il faut faire cesser la réaction. Les
piéces peuvent rester presque indéfiniment dans les solutions sans
devenir friables. Nous avons trouvé qu’il faut environ trois semaines
pour durcir un ceil de Mouton dans des solutions graduellement
augmentées de concentration de 2 & 4 p. 100. Pour durcir une
moelle d’Homme, il faut trois & tix semaines ; pour un cerveau, au
moins autant de mois.

A la sortie de la solution, il est urgent de laver les piéces a fond
dans1'eau avant de les mettre dans I’alcool. Si 'on néglige cette pré-
caution, il se forme un précipité finement grauuleux, qui s’attache
aux tissus, et dont il est tres difficile de se débarrasser en renouve-
lant 'alcool. 8¢ l'on veut avoir de belles colorations au carmin, surtout
au carmin d I'ammoniaque, qui est st excellent pour le systéme nerveux
central, il ne faut pas mettre les tissus dansl alcool; il faut méme éviter
avec un soin minutieux tout contact des tissus avec l'alcool. A part
cela, on peut les conserver dans I'alcool (de 70 & 90 degrés) jusqu’a
ce que I'on désire les utiliser.

On peut colorer au carmin ou & I’hématoxyline.

Le traitement par le bichromate communique aux tissus une
couleur de rouille qui est trés désagréable a I'eil et dont il est
impossible de les débarrasser par le lavage a I'eau. On a dit que
les pi¢ces peuvent étre décolorées par le lavage, pendant quelques
minutes, dans une solution & 1{ p. 100 d’hydrate de chloral. Nous
ne savons & qui cette recommandation est due. Gierke dit que le
traitement par le chloral empéche la conservation des préparations.

63. Liquide de Miller.

Bichromate de potasse . 2 3 2 1/2 parties
Sulfate de soude. 1 —
Eau 100 —
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S’emploie de la méme maniére que la solution simple de bichro-
mate. Ge liquide fut recommandé par MiLLER pour le durcissement
de la rétine, et, pour cet objet et d’autres semblables, a joui pen-
dant longtemps d'une grande vogue dans les laboratoires. Nous
avouons que nous ne nous rendons pas bien compte du role que
peut jouer le sel de soude dans ce mélange, et que nous n’avons
pas pu nous apercevoir que ce mélange donnat des résultats sensi-
blement différents de ceux du bichromate pur. FLEMMING a trouvé
que son action sur les noyaux est identique a celui du bichromate
pur. Foi dit que pour les embryons, pour lesquels on 1'a beaucoup
préconisé, il est absolument sans valeur.

64. Liquide d'Erlicki.( Warschauer Med. Zeit., XXIII, n°* 15 et 18.)

Bichromate de potasse. 2,5 parties
Sulfate de cuivre. 1,0 —
Eau. 100,0 —

On comprend facilement 1'utilité de l'addition du sulfate de
cuivre au bichromate de potasse. Ce sulfate est lui-méme un dur-
cissant énergique, et sertici a renforcer I’action un peu trop lente
du bichromate; et effectivement le liquide d’Erlicki durcit incom-
parablement plus vite que celui de Miiller ou que le bichromate
simple. Avec ce mélange on peut durcir la moelle en quatre jours a la
température d'un incubateur, en dix jours a la température normale
(Fo). Cette formule est trés usitée en Allemagne, et nous croyons
qu’elle constitue I'un des meilleurs durcissants qui soient connus
pour les objets volumineux. Nous l'avons vu largement employer
au Laboratoire de Morphologie de 1'Université de Genéve pour les
embryons humains 4gés de plusieurs mois.

On observe souvent, dans des portions des centres nerveux qui
ont été durcis par le liquide d’Erlicki, des taches foncées, avec des
prolongements, qui simulent des cellules ganglionnaires. On les a
considérées comme des productions pathologiques, mais il est
maintenant démontré que ce ne sont que des dépots formés par
Taction du liquide durcissant. On peut les faire disparaitre par 'ean
chaude, ou mieux par I’eau légérement acidulée par I'HCI, ou bien
en traitant les pieces par I'acide chromique a 0,3 p. 100 avant de
les mettre dans l'alcool. (EpiNgER; Zeit. f. wiss. Mik., 1883, p. 243;
LoEwWENTAL; Rev. méd. de la Suisse romande, 6° année, I, p. 20.)

65. Bichromate d'ammoniaque. — Ge sel a une action sensible-
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ment identique & celle du bichromate de potasse. Nous avons con-
staté, en compulsant la littérature, qu’'il devient maintenant fort a la
mode, mais nous ne saurions trop dire pour quel motif. For dit
qu'il pénétre plus rapidement que le sel potassique, et durcit en
méme temps plus lentement, ce qui fait qu’il est bon de I’employer
a4 des doses un peu plus fortes, & savoir 5 p. 100 au lieu de 4 p. 100.

66. Chromate neutre d’ammoniaque. — Quelques anatomistes ont
trouvé que ce sel offrait des avanlages pour le durcissement de cer-
tains organes. KLEIN I'a recommandé pour lintestin, qu'il durcit en vingt-
quatre heures, & une concentration de 5 p. 100. {FoL trouve qu'il ne pré-
sente pas d’avantage sur les bichromales.

67. Sulfate de cuivre. — Nous avons dit que ce sel est par lui-méme
un durcissant énergique. On ne 'emploie cependant guére seul, vu qu'il
ne donne pas aux tissus une consistance suffisante. Nous empruntons a
Fou ‘(Lehrbuch, p. 106) la formule d’un mélange dd & Rewmar et modifié
par G®rTE, qui rendrait des services pour le durcissement des ceufs d’Am-
phibiens.

Sulfate de cuivre, sol. aij. 42 p. 100 30 cc.

Alcool & 25 p. 100. 50 —
Vinaigre de bois rectifié. XXXV gouttess.
CHLORURES
68. Chlorure de platine. — Solution de Merkel. — Nous croyons

que le chlorure de platine n’a pas été employé seul comme durcis-
sant. Mélangé & l'acide chromique, il forme un liquide durcissant
dans lequel des tissus peuvent rester assez longtemps pour que nous
ayons & citer ce mélange parmi les réactifs durcissants. (Voyez
« Solution de MERKEL », plus haut, n°23.) Ajoutons & ce qui y est dit,
que WimitMaN prend pour le durcissement des ceufs pélagiques de
Poissons un mélange plus fort en acide chromique, dd & Eisig, a ce
que nous croyons, a savoir : chlorure de platine, 0,23 p. 100,
1 volume; et acide chromique, 1 p. 100, 1 volume. Les eufs vy
restent un ou deux jours.

Répélons que la solution de Merkel est trés recommandable a
causc de son action excellente, et parce qu'elle permet d’obtenir
de trés belles colorations, le chlorure de platine étant un mordant
pour les teintures.
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69. Chlorure de palladium (F. E. ScHULTZE; Arch. f. mik. Anat,,
IM Bd. 1867, p. 477). — Le chlorure simple de palladium, Pd Cl, se
trouve dans le commerce. Pour le dissoudre, il faut prendre pour dix
grammes de chlorure, un litre d’eau, et & ou 5 gouttes d’acide chlorhydri-
que. Il faut vingt-quatre heures pour que la dissolution soit compléte. On
peut garder en réservela solution ainsi faite, et 'allonger selon les besoins,
La solution a 1 p. 100 doit étre d’un brun rouge foncé, celle de 1/800 d'un
jaune clair, comme la solution d’acide chromique a 0,2 p- 100. La pré-
sence d’'un peu d’acide libre dans la solution est nécessaire pour la pro-
duction de la réaction voulue.

Pour durcir des organes riches en tissu conjonctif, comme par exemple
le corps ciliaire, on prend une solution de 1/800. On peut mettre un frag-
ment de tissu de la grosseur d’un haricot dans 30 cc. de la solution,
en ayant soin d'éloigner toutes les structures qui pourraient faire
obstacle a la pénétration de la solution, qui a beaucoup moins de puis-
sance de pénétration que I'acide chromique. 11 en est spécialement ainsi
pour les organes qui ne sont pas riches en tissu conjonctif, tels que
certains nerfs, I'encéphale, la moelle et I'épiderme. Il ne faut donc
employer que de trés petits fragments de pareils tissus; — si I'on désire
étudier I'histologie des nerfs, il convient de choisir ceux qui sont riches
en tissu conjonctif, tels que le trajet antérieur du nerf optique. Ce réactif
est remarquable par la facilité spéciale avec laquelle il pénétre le tissu
conjonctif.

Le durcissement est en général aclievé, & la température normale, au
bout de deux ou trois jours; cependant les tissus peuvent rester des
semaines ou des mois dans la solution sans souffrir. Ils acquiérent une
consistance beaucoup plus favorable pour les coupes que celle qui est
donnée par l'acide chromique ou la solution de Miiller, et les détails
délicats de structure sont également bien conservés. Certains ¢éléments
des (issus se colorent en jaune, en brun, ou en noir, tandis que d’autres
demeurent incolores. Le protoplasma est en général d'un jaune foncé, les
muscles striés sont d'un jaune brun, les muscles lisses d'un jaune pur,
les nerfs & myéline d'un noir d’encre. Les membranes anhistes et les fibres
¢lastiques demeurent presque incolores. I.a substance collagéne intermé-
diaire du tissu conjonctif ne se colore pas, ce qui permet de distinguer
immédiatement des cellules musculaires au milieu du stroma de tissu
conjonctif.

Les éléments colorés par le chlorure ne se colorent plus par le carmin
ou autres teintures.

On monte les préparations a la glycérine. Il faut avoir soin de les dé-

ba?rasser soigneusement du chlorure, autrement elles noirciraient par la
suite.

70. Le chlorure de zine n’est employé que pour I'encéphale. Voyez la
Méthode de Guacominy, p. 663. ' . P T
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ACIDES ORGANIQUES

71. L'acide picrique est un durcissant faible, et peu usité. Sil'on
s'en sert, il faut toujours 'employer en solution saturée.

72. L'acide acétique et l'acide pyroligneux ont été employés pour
durcir certains organes, comme les centres nerveux. On se sert alors de
solutions trés fortes (parties égales d’acide et d’eau). Mais leur emploi
n’est pas & recommander, et nous ne les citons que pour mémoire.

ALCOOL ET 10DE

%78. L’aleool qu'on emploie le plus souvent pour les durcissements
est soit & Y0, soit a 95 degrés. L’alcool absolu est en général moins
“avantageux sous le rapport de la bonne conservation des tissus.
L'alcool & 70 degrés est souvent suffisant. Il est bon de ne pas
employer des degrés plus forts que ce qui est absolument néces-
.gaire. 1l est bon aussi de ne laisser les piéces dans l’alcool (surtout
8'il est fort) que juste le temps nécessaire pour produire le degré de
durcissement voulu; les séjours trop prolongés dans l'alcool fort
nuisent beaucoup & la précision des colorations. Il faut faire usage
de quantités d’alcool trés considérables par rapport au volume
des piéces, et il est bon d’y suspendre celles-ci vers le haut du vase.
11 ne faut pas négliger de commencer par des alcools faibles, pour
passer ensuite graduellement aux degrés plus forts. Pour des objets
bien fixés, I'alcool & 70 p. 100 est un excellent liquide & employer en
premier lieu. De petits fragments de tissus perméables, comme les
muqueuses, peuvent étre durcis suffisamment en vingt-quatre
heures; la moelle et le cerveau demandent de longues semaines.

Nous pouvons dire de 'alcool que, employé seul, il est en général
de beaucoup inférieur & la plupart des autres réaclifs durcissants;
mais que, employé pour-faire suite a un bon fixateur et en compléter
P'action, il rend des services inappréciables.

74. L'iode peut &tre employé en combinaison avec I'alcool, et rendre
des services en verlu de sa grande puissance de pénétration. Voyez, pour
la maniére de s'en servir, la méthode de Berz, au chapitre des « CENTRES

NBRVEUX »,



CHAPITRE VIII

DES TEINTURES

75. Les colorations histologiques sont de deux sortes : des tein-
tures, ou des imprégnations. Ces derniéres consistent en la produc-
tion dans les éléments des tissus, par voie chimique, de précipités
trés fins et colorés qui sont en général des métaux réduits de la
solution de leurs sels. Nous étudierons ce genre de colorations dans
des chapitres spéciaux ; ici nous nous bornons i traiter d’une maniéere
générale des teintures proprement dites.

Le but principal qu'on se propose lorsqu’on emploie les réactifs
colorants dans I'anatomie microscopique des animaux, c’est la pro-
duction d’une coloration nucléaire des tissus, c’est-a-dire d’une
coloration localisée sur les noyaux, la substance différenciée des
tissus restant incolore. En général, ce n’est qu'en vertu de leurs
propriétés d'élection pour la substance nucléaire que les teintures
peuvent rendre des services & I'anatomiste. Tl s’en sert quelquefois
a titre de réactifs chimiques, comme cela arrive, par exemple, lors-
qu’il fait usage du vert de méthyle pour déceler la présence de la
nucléine, ou pour constater son absence, dans une structure quel-
conque; de semblables réactions jouent un réle considérable dans
les études cytologiques. Mais, le plus souvent, le point de vue
chimique est relégué a I'arriére-plan, et tout ce que l'anatomiste
demande aux teintures, c’est, ordinairement, de lui fournir des
Jalons indiquant les centres histologiques des tissus. Ces jalons, qui
sont des noyaux vivement colorés, attirent le regard, qui peut
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ensuite déchiffrer avec aisance les contours et les rapporls des élé-
ments auxquels ces centres appartiennent; et I'on préfere en général
que tout ce qui est en dehors des noyaux reste incolore pour ne rien
enlever 4 la transparence des préparations. Les colorants a action
diffuse, c'est-ia-dire ceux qui se portent sur la totalité des éléments
des tissus aussi bien que sur les noyaux, sont aujourd’hui de plus
en plus abandonnés. Ainsi, I'éosine, qui fut jadis un colorant extré-
mement en vogue, ne s'emnploie guére plus comme réactif normal,
parce qu'elle fournit des colorations diffuses et inadmissibles. De
pareils réactifs ne s’emploient plus que pour des fins tout a fait spé-
ciales, telles que de teindre fortement des membranes qui resteraient
invisibles par suite de leur grande ténuité si on ne les colorait pas;
ou, quelquefois, en combinaison avec un colorant nucléaire, pour
rendre le méme service & 1'égard d’autres éléments des préparations.

%6. Les fizations ont tout autant d’importance pour la réussite
des colorations que pour la conservation des lissus. Les €léments
des lissus (A part quelques exceptions) ne se colorent pas du tout
dans les teintures a I'état vivant. Les tissus récemment inorts et
non fixés s’y colorent, mais mal, et ne prennent guére qu'une colo-
ration fugitive. Seuls les tissus convenablement fixés prennent dans
les teintures des colorations a la fois énergiques et stables.

On comprendra facilement que la naturc chimique des substances
que nous employons pour la fixation et pour la préparation ullé-
rieure est d'une grande importance sous le rapport des colorations.
Quelques-unes de ces substances produisent des modifications dans
les tissus qui s'opposent & leur coloration avec certaines couleurs;
d’autres, au contraire, facilitent la leinture en jouant le role de
mordants. Telles sont (pour certaines couleurs) le chrome et ses
sels, puis le sublimé corrosif, les aluns, les scls de fer, de platine,
de palladium, et d’uranium. On cherchera donc A tirer parti de
cette propriété de ces-substances lorsque I'occasion s'en présen-
tera ; et 'on ne perdra pas de vue ['utilité que peut souvent avoir la
présence d'une substance agissant comme mordant dans les tein-
tures elles-mémes. On n'oubliera pas surtout I'importance de I'alun
pour les teintures histologiques. C'est une subtance qui pénetre fa-
cilement les tissus et s'y attache avec énergie, et qui, d’autre part,
se combine facilement avec beaucoup de couleurs. De plus, comme
le fait observer Gierke, il s'attache & certains éléments des tissus
avec beaucoup plus d'énergie qu'a d’autres; il a surtout une trés
grande affinité pour la substance des neyaux. Par suite de ces
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propriétés, il sert non seulement & rendre certaines couleurs plus
stables, mais aussi a leur faire fournir des colorations plus élec-
tives que celles qu'elles donnent employées seules. Cest bien la
le role que joue I’alun dans les solutions d’hématoxyline et dans le
carmin aluné. Rappelons enfin que le role de mordants est quelque-
fois joué par des substances qui se trouvent dans les teintures d'une
maniére accidentelle. Ainsi, il parait établi que 1'énergie et 1'électi-
vité supérieures que possédent les solutions vieilles de carmin ammo-
niacal sont dues a la présence de traces de carbonate d’ammonium,
substance quis’y forme & la longue par suite de ’absorption par la
solution de faibles quantités de 'acide carbonique de l'air. Le car-
bonate de lithium dans le carmin lithique de Orth parait agir de la
méme maniére (GIERKE). (Voyez sur ces points son imporlant mé-
moire dans Zeit. f. wiss. Mik., 188%).

1l sera bon de se rappeler le role important que jouent les
courants de diffusion dans les processus de teinture histologique..
D’apreés des expériences ayant pour but I'étude de ce phénoméne,
Gierke a été conduit a conclure que plus les courants de diffu-
sion entre la solution colorante et le tissu & colorer sont rapides,
plus la teinture est énergique et rapide. On sait, par exemple, que la
chaleur augmente 1’énergie des courants de diffusion; et, effecti-
vement elle sert souvent dans la pratique & rendre moins lentes
les colorations difficiles. Des coupes, surtout du systeme nerveux
central, qui demanderaient desjours ou des semaines pour se colorer
dans le carmin ammoniacal employé a froid, prennent la coloralion -
voulue en quelques heures dans la méme teinture chauffée au bain-
marie.

Il est souvent avantageux d’ajouter aux teintures une faible pro-
portion d’un acide organique, qui se trouve étre le plus souvent
I'acide acétique ou l'acide formique. 11 est probable que, outre
l'avantage d’assurer que la teinture employée n’ait pas une réaction -
alcaline (qualité peu propice a la conservation des tissus), ces acides
aident & la coloration en produisant un léger gonflement de la sub-
stance des cellules, ce qui facilite 1a pénétration de la teinture.

77. Dansla pratique, on cherche a réaliser les colorations électives
de deux maniéres qui reposent surdes principes opposés. Dans 'une,
on fait usage de teintures électives, c’est-a-dire de couleurs qui ont
une affinité spéciale pour les éléments qu'on désire mettre en relief
et les colorent plus rapidement que les autres éléments de la prépa-
ration ; on interrompt la coloration et on procéde au lavage et & la
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fixation de la couleur au moment ou celle-ci a été suffisamment
absorbée par les éléments & colorer sans avoir encore envahi les
autres. C’est la méthode ordinaire des colorations histologiques.
Elle présente deux grands avantages: elle permet de colorer en bloc
des piéces volumineuses, car le progrés de la teinture n’exige pas
un contrfle minutieux; et elle permet I'emploi des couleurs les plus
stables. C’est 1a méthode des colorations ordinaires par le carmin et
I'hématoxyline ; on pourrait 'appeler la méthode de la teinture aux
couleurs stables. Nous indiquerons plus loin les couleurs dont 'emploi
rentre dans cette catégorie; ici, ilnoussuffira d’appeler I'attention du
lecteur sur une généralisation qui nous parait avoir de I'importance.
D'aprés Ehrlich, les couleurs dans lesquelles la substance colorante
joue le role de base combinée avec un acide incolore, possédent une
tendance 4 se localiser d’elles-mémes et directement dans les noyaux,
tandis que les couleurs dans lesquellesla substance colorante propre-
ment dite joue le role d'un acide dans la combinaison, colorent d’une
maniere diffuse, ou se localisent principalement dans le cytoplasma
et les substances intercellulaires. Nous devons cependant ajouter de
suite que cette régle parait souffrir beaucoup d'cxceptions.

Dans l'autre maniére de réaliser des colorations électives,
on ne cherche pas & produire une localisation directe de la
couleur sur les éléments & colorer, en faisant usage de couleurs qui
teignent ces éléments plus rapidement que ceux que l'on désire
épargner ; mais on'produit d’abord une coloration générale de tous
les éléments et 1'on cherche ensuite & enlever par des lavages
la couleur absorbée par les éléments que l'on désire épargner.
C'est la méthode de coloration suivie de décoloration, que nous pra-
tiquons si souvent sous forme de teinture au carmin boracique;
c'est aussi la méthode connue sous le nom de procédé de Bottcher
et de Hermann. C'est le contre-pied exact de la premiére méthode ;
dans celle-ci, on interrompt la teinture avant qu’elle ait intéressé
les éléments a épargner; dans l'autre, on interrompt les lavages
avant qu'ils aient intéressé les éléments don! on désire conserver
la coloration. On peut appeler la premiére la méthode de colo-
ration interrompue; la seconde, la méthode de décoloralion
interrompue. Un autre point de différence est que la méthode de
décoloration interrompue, quoiqu'elle permette d’employer des
* couleurs stables, met cependant a profit le plus souvent des cou-
leurs fugitives. Elle ne s'applique que dans quelques cas rares
(carmin boracique) aux piéces volumineuses, car elle exige en
général que la décoloration soit surveillée de prés; elle trouve son

ANAT, MICROSC. 5
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application la plus importante dans les recherches eylologiques. Elle
a lavantage de fournir des colorations nucléaires d'une extréme
précision, et, ce qui est encore plus important, de permettre d'uli-
liser des couleurs produisant leur effet sur des tissus qui ont éLé fixés
par des réactifs tels que 'acide chromique, qui font obstacle i la
coloration directe par les colorants ordinaires.

Ces denx méthodes peuvent se combiner. Si, par exemple, nous
avons cherché a arriver & une coloration nucléaire par voie directe
avec le picro-carmin, et que, n'ayant pas interrompu la coloration a
temps, nous avons laissé s’établir une coloration diffuse, nous pou-
vons cependant arriver & la localisation voulue en procédast a la
décoloration des éléments extra-nucléaires par le lavage avec ume
solution faible d’acide chlorbydrique, lavage que nous aurons soim
d’interrompre avant gu’il ait intéressé les noyaux.

En régle générale, pour obtenir des colorations nucléaires par la
méthode directe, il est bon d’employer des solutions colorantes trés
diluées, et de colorer lentement. Les solutions concentrées ¢olorent
presque toujours d'une maniére moins élective, et il vaut miesx
éviter la nécessité de corriger une coloration diffuse par la décelo-
ration. Les résultats qu’on obiient de cette maniére sont en général
moins bons que ceux qu’on obtient par la voie directe.

78. Précautions & prendre dans la pratique des teintures. — Nous
avons déja insisté sur I'importance de la préparation préalable pour
la réussite des colorations. Pour avoir de bonnes coloralioms pu-
cléaires par la voie directe, il est en général urgent que les tissus &
colorer aient été débarrassés par de soigneux lavages de toutes
traces des acides avec lesquels ils peuvent avoir été traités. Les
solutions colorantes elles-mémes doivent au contraire avoir plutot ume
réaction acide ou neutre. Il est essentiel d’éviter autant que possi-
ble 'emploi de solutions a réaction alcaline, et surtout celles gui
contiennent méme des traces d’ammoniaque libre. Les alcalis dissol-
vent la nucléine; ou du noins si, étant trés dilués, ils ne la die-
solvent pas, ils la gonflent et déforment ainsi les structures
nueléaires. Ils exercent également une action défavorable a la con-
servation des structures extra-nucléaires des tissus.

Nous avons également fait observer dans notre Introduction ga'il
y autilité a éviter le traitement par des solutions aqueuses des
objets qui ont été préparés dans l'alecol. Si cependant on décide de
colorer des objets alcooliques dans une solution aqueuse, nOUs
recommandons de faire en sorte que celle-ci contienne une propos-
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tion d’'un agent durcissant suffisante pour entraver I’action ramollis-
sante de I'eau. Le picro-carmin en contient, par exemple..On peut
souvent aussi en ajouter aux solutions qui n’en conliennent pas.
Cest ainsi qu'on peut ajouter une trace d’acide osmique, avec les
résultats les plus heureux, au carmin aluné et au vert de méthyle,
et probablement 2 bien d’autres solutions que nous ne pouvons pas
pour le moment indiquer avec confiance. L'acide acélique, que I'on
sait étre un fixateur pour les noyaux, peul étre ajouté {quelquefois
jusqu'a 4 p. 100) au carmin aluné, au vert de méthyle, i la safra-
nine, au violet de gentiane, au brun Bismarck, a la nigrosine, et &
bien d’autres couleurs. Nous croyons qu'on peut additionner de
sublimé corrosif les solutions aqueuses d’hématoxyline ; mais nos
observations sur ce point sont trop incomplétes pour nous permettre
de nous exprimer d’une facon plus précise. Du reste, nous insistons
de nouveau sur ce point que, quoiqu'il puisse étre quelquefois
désirable d’employer un colorant aqueux pour des objets aicooliques
au point de vue uniquement de la qualité de la coloration quon veut
réaliser, cependant, au point de vue plus synthétique de la bonne
conservation de tous les détails histologiques de tels objets, surtout
g'ils sont un peu volumineux, les teintures alcooliques sont préfé-
rables. Pour les objets trés peu perméables (Hexapodes parmi les
Arthropodes), elles sont souvent absolument nécessaires, a cause
de leur plus grande puissance de pénétration. Le zoologiste doit
étre toujours muni d’un bon colorant nucléaire en solution alcoolique.

79. Classification et choix des teintures. — On pourrait croire que
nous rendrions un grand service au débutant en lui dressant des
listes des teintures histologiques classées selon leurs diverses électi-
vités. Nous pensons que cette idée est un peuillusoire. Car ces tein-
tures donnent des résultats fort divers sous le rapport de I'électivité,
selon la maniére dont on les emploie. Nous ferons probablement une
®uvre plus utile en nous bornant a indiquer quelques colorants dont
il mous parait indispensable de connaitre les propriéiés. Citons
d'abord quelques colorants avec lesquels il est trés facile d’obtenir
de belles localisations nucléaires. Le vert de méthyle est bien certai-
nement le réactif le plus absolument précis que nous connaissions
pour la coloration de la nucléine par coloration directe. C'est le
réactif par excellence des cytologistes. Malheureusement le vert de
méthyle est une couleur fugitive, et pour cetle raison nous ne le
recommandous pas pour les travaux erdinaires d’anatomie micro-
scopique. Le carmin aluné est le plus électif ds toutes les teintures
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faites de couleurs stables et employées pour la méthode de colora'-‘E
tion directe. Malheureusement ¢’est une teinture aqueuse, ce quien
limite I'application ; cependant, comme elle peul se combiner a I'acide
osmique et & I'acide acétique, elle peut encore servir pourla colora-
lion de pieces assez volumineuses. Nous la recommandons particu-
lierement. Le carmin au borax alcooliqgue de Grenacher est un réac-
tif qui, pour les travaux ordinaires d’anatomie microscopique, rend
peut-étre de plus grands services qu'aucune autre teinture. C’est un
colorant des plus énergiques et des plus précis, et le plus facile de
tous & emplaycr. Pour les objets chromiques nous recomr.:andons,
en outrc du carmin au borax, 'hématoxyline, qu'on peut employeren
solution aqueusc selon la formule de Delafield (coloration extréme-
ment énergique), ou selon celle de Beehmer, pour les coupes ; tandis
que pour les objets volumineux il faut employer I'excellente solution
alcoolique de Kleinenberg. Comme colorant diffus, nous recomman-
dons l'acide picrigue, qu'on peut employer en coloration double avec
I'un des réactifs que nous avons cités, et qui rend des servicesen
mettant en évidence le cytoplasma des cellules. Le carmin a lammo-
niaque est tout spécialement indiqué pour la coloration de coupes
du systeme nerveux central ; il y déploie une électivité trés délicate-
ment nuancée. La safranine et les autres couleurs d’aniline ne s’em-
ploient guére que pour la coloration, par la méthode Beettcher-Her-
mann, des coupes destinées aux études cytologiques.

On pourrait encore s’atlendre & ce que nous donnions un triage
des teintures d'aprés leurs diverses compatibilités avec les sub-
stances employces dans le cours de la préparation préalable. Mais
cela aussi nous parait unc demande illusoire, les teintures ne fonc-
tionnant nullement sous ce rapport d’'une maniére simple et égale;
laréussite dépend trop largement des détails de la manipulation.
Nous nous contenterons de renvoyer pour les détails aux para-
graphes spéciaux, et de donner ici deux ou trois indications qui
peuvent servir & guider le commencant en cas d’embarras. Les diffi-
cultés les plus séricuses surgissent pour les objets qui ont été durcis
dans I'acide chromique pur. En ce cas, c’est I'hématoxyline qui est
indiquée pour les objets & colorer en masse, et surtout la formule
de Delafield, & moins que pour avoir une solutlion plus pénétrante on
ne soit forcé d’avoir recours a la solution alcoolique de Kleinenbersg.
La teinture alcoelique de cochenille colore aussi les objets traités
par l’zflcide chromique pur d’une maniére précise, et souvent assez
¢nergique. S'agit-il de colorer des coupes de ces objets, on peut
employer les couleurs d’aniline selon la méthode Beettcher-Her-
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mann ; on doit méme le faire s'il s'agit de recherches sur la struc.
ture des noyaux. On doit consulter 4 ce sujet le chapitre des « Coy-
LEURS DE LA HOUILLE », et celui des « METHODES CYTOLOGIQUES ». Il y 3
en général moins de difficulté avec les objets fixés par les mélanges
chromiques (liqueur de Flemming); nous nous en tirons souvent
avec le carmin au borax, et quelquefois méme avec le carmin aluné;
mais ici aussi I'hématoxyline est bonne. (Voir ce que nous disons
4 ce sujet au paragraphe du Mélange chromo-ace’to-osmique,
formule de Fol, et du Carmin au borax alcoolique de Grenacher), —
Aprés T'acide osmique pur, le carmin aluné peut étre employe,
mais ne donne pas des colorations assez brillantes pour tous les
besoins. On peut recommander, pour ce cas, 'hématoxyline. Mais il
arrivera souvent que les objets osmiques ne se laisseront bien colorer
qu'aprés blanchiment par le chlore ; voir les paragraphes consacrés
au Blanchiment, n®* 495 et suivants. Les objets durcis dans les
mélanges des sels chromiques se colorent bien, avec des précautions
spéciales, dans le carmin ammoniacal ; voir aux paragraphes con-
sacrés A ce réactif, et le chapitre des « METHODES POUR LA PREPA-
RATION DES CENTRES NERVEUX ».

Un point de vue trés important pour le choix d’une méthode de
coloration, c’est celui dela stabilité des couleurs. L.’agent colorant qui
tient le premier rang Pour la stabilité des teintures est sans contre-
ditle carmin. Toutes les solutions ordinaires (1) de carmin donnent
des colorations absolument permanentes soit dans le baume, soit
dans les milieux aqueux. La cochenille est stable dans le baume;
fous ne saurions dire jusqu'a quel point elle I'est dans la glycérine,
L’hématoxyline esl une couleur qui peut passer pour étre stable,
surtout pour les préparations montées dans une résine ; mais il faut
pour assurer la permanence des préparations qu’elles aient été tres
soigneusement débarrassées de toute trace d’acide et d’humidité.
Malgré toutes les précautions, elles finissent toujours par palir
plus ou moins. Les couleurs de la houille sont en général fugitives ;
ily en a cependant qui paraissent avoir au moins autant de stabilité
que 'hémaloxyline. Tels sont la safranine (dans le baume), le brun
Bismarck, le violet de gentiane, le rose de naphtaline (ces deux
derniers dans le baume).

80. La classification employée dans ce livre pour la distribution
des méthodes de coloration que mnous allons rapporter repose sur un

(1) L'acéto-carmin fait exception; il donne des colorations tout & fait fugi-
tives.
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principe entiérement empirique. Son but est uniquement de faciliter sy
lecteur la recherche de la méthode sur laquelle il désire avoir des renssi
gnements. Nous avons d’abord séparé les Imprégnations des Teinturey
proprement dites. Nous avons alors divisé l'une et P'autre de ces coupes
dans des chapitres distribués selon la nature chimique de la matire colo-
rante. Et nous avons distribué les formules dans ces chapitres d'aprdsla
réaction acide, alcaline ou neutre des solutions, caractére qu'il nous sem-
ble tres utile de ne pas perdre de vue; et aussi, d’aprésle caractere
aqueux ou alcoolique des soiutions, autre caractére qui nous parait avoir
en pratique une importance capitale. Comme ailleurs, nous mettons en
petits caractéres les formules qui nous paraissent étre d’ordre secondaire, -



CHAPITRE IX

DU CARMIN

81. Ye carmin, mati¢re colorante extraife de ta cocheniffe, m'est
pas une substance chimique définie. Il consiste, selon BeTtz (1), essen-
tiellement en un mélange variable d’acide carminique, qui en repré-
senle le principe colorant, avec de la coccine, de la stéarine, de
I'oléine, et d'aulres composés organiques, du carbonale et du phos-
phate de potasse, du chlorure de calcium, et de plus, selon Betz,
deux corps albuminoides, qui seraient la paralbumine et l'ichtydine.
Le carmin du commerce est préparé par des procédés qui passent
pour étre des secrets industriels, et qui en tout cas différent pour les
détails peur cheque fabrique. Il en résulte qu'il est d’ane composition
irés variable. Selon GrERKE, il contient trés communément des traces
de Fafun employé dans sa fabrication; et il en contient des propor-
tions d"autant plus grandes quTl est d’'une qualfité plus inférieure.

La meilleure espéce de carmin est, dapres Gierke, celle qui est
conaue dans le eommerce sous le nom de Carmin Nakarete. Elle
codle au détail environ 100 fr. le kilo. On peut se procurer des car-
mias inférieurs & partir de 18 fr. le kilo; mais on me devrail se ser-
vie pous les teintures histologiqees que du meilleur carmin qu'ea
puinge se precurer.

On a preposé (3) d'employer en histologie, au lieu de carmin, l'acide cas-

@) 4oeh. {. mik. Anat., 1K, 1873, p. 101 ot eniv,
(8) Dimosesk, dens Amer, satural., XVIII, 1884, p. 33, Journ. Roy. Mic. Sec.,
N. 8, 188, p. MMY.
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minique pur. On a fait valoir que cette subslance aurail sur le carmin
I'avaniage d’élre soluble dans I'eau pure, ou dans l'alcool pur; de donner
facilement des solutions exactement titrées, et d'une composition définie et
connue; et de fournir des teintures aqueuses beaucoup plus stables que
celles qui sont faites avec le carmin. Elle permet également de préparer
aussi rapidement que possible des solulions pures de carminate d’ammo-
niaque ou de picro-carminate. Le carminate d’ammoniaque se prépare en
ajoutant de 'ammoniaque goutte & goutte a une solution d’acide carmi-
nique jusqu’a ce que la solution passe du rouge brillant au rouge pourpre.
Le picro-carminate peut se faire naturellement en traitant cette so-
lation avec de l'acide picrique selon la méthode connue. On peut aussi
préparer un ¢ picro-carmin » alcoolique en ajoutant de l'acide picrique
en faible quanlité & la solution alcoolique d’acide carminique.

Nous n’avons pas essayé ces teintures. Nous pensons que les teintures
a I'acide carminique pur doivent donner des colorations diffuses rendant
nécessaire la décoloration par l'acide chlorhydrique pour effecluerla locali-
sation de la couleur sur les noyaux. Et nous conservons des doutes sur
la stabilité de la couleur. Dimyock rapporte que des préparations co-
lorées avec la teinture alcoolique d’acide carminique et conservées dans
la glycérine s’y étaient décolorées au bout de quelques mois; tandis que
de pareilles préparations conservées au baume s’y étaient parfaitement
conservées. Nous n'avons pas pu trouver que d’autres naturalistes aient
suivi la recommandation de Dimmock; cependant, comme nous pensons
que lacide carminique est effectivement capable de rendre des
services, surtout en permettant de préparer des solutions de carminate et
de picro-carminate d’ammoniaque parfaitement pures, nous donunons ici
une méthode pour la préparation de cet acide.

82. Acide carminique (Méthode de préparation d’aprés W. pi La Rue;
Cooley’s Cyclopadia, 6th ed., art. Curminic acid). — On prend de la coche-
nille pulvérisée qu’'on traite par 1'éther, pour enlever les matiéres grais-
seuses. On la fait digérer dans de I'eau bouillante. On précipite 'extrait
de cochenille ainsi obtenu par I'addition d’une solution de sous-acétate
de plomb légérement acidulée par l'acide acétique; il faut avoir soin de
ne pas employer un excés de cette solution. Le précipilé cousiste en du
carminate de plomb impur. On le lave avec de l'eau distillée jusqu'a ce
que l'eau de lavage ne donne plus de précipilé avec le chlorure de mer-
cure. On le décompose alors en le suspendant dans de l'eau a travers'
laquelle on fail passer de 'acide sulfhydrique. On décante la solution ainsi-
obtenue et on la traite de nouveau par l'acide sulfhydrique; on évapore
alors a siccité complete (dans le vide, sur del’acide sulfurique), on dissout
dans T'alcool absolu la matiere colorante qui se dépose, on fait digérer la
solution avec du carminate de plomb cru mais lavé, ce qui a pour but de
séparer le peu d’acide phosphorique qui peut s’y trouver; on ajoute de
Iéther, pour précipiter les matieres azotées; on évapore dans le vide, et
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Fon obtient I'acide carminique pur (C'* H!* %) sous forme d'une masse
d’un brun pourpre, donnant une poudre d’'un beau rouge.

83. Quoique l'acide carminique soit soluble dans l'eau et dans
I'alcool, le carmin du commerce ne I'est pas. Nous indiquerons plus
loin les divers dissolvants qui servent a faire les teintures. Ici nous
en mentionnons deux qui ont une importance théorique, 1'ammo-
niaque et 'acide acétique. En effet, le carmin se dissout dans 1'am-
moniaque en formant un carminate d’'ammoniaque; et dans l'acide
acétique en formant un acétate de carmin. Le premier est un colo-
rant un peu diffus, le second un colorant nucléaire d’'une grande
précision; résultat qui est en conformité avec la généralisation
d’Erlich que nous avons énoncée plus haut. L’acétate de carmin ne
donne pas de colorations stables, et pour cette raison n’est employé
que dans certains cas spéciaux. Le carminate d’ammoniaque, au
contraire, donne des colorations parfaitement stables, et est suscep-
tible d’'un emploi trés général. C'est par I'étude de ce réactif que la
technique de la teinture histologique a fait ses débuts. Le carminate
d’ammoniaque a méme été pendant trés longtemps le colorant par
excellence des histologistes. Cependant, on s’est apercu a la longue
que les solutions ammoniacales de carmin présentent des défauts
sérieux; elles ne sont pas parfaitement stables, et subissent rapide-
ment une série de modifications chimiques, assez mal connues, qui
font qu'il est impossible de savoir d’avance si & un moment donné
clles sont en état de fournir de bonnes colorations; puis, 'ammo-
niaque libre, dont il n’est pas facile de débarrasser les solutions,
exerce sur les éléments des tissus une action qui est en général trés
nuisible. Nous pensons qu’une bonne partie des nombreuses forniules
données pour la préparation des teintures au carmin qui vont suivre,
doivent leur existence au désir qu'ont toujours eu les histologistes de
trouver une solution de carmin qui serait stable, c’est a-dire qui
aurait une composition toujours identique, et qui serait d'une réaction
acide ou du moins parfaitement neutre. Tels sont les carmins ammo-
niacaux neutralisés de Betz, de Heidenhain et de Hoyer; tel est le
classique picro-carminate de Ranvier, et tels sont le carmin & I'alun
et le carmin au borax de Grenacher.

84. Choix d'une teinture au carmin et précautions a prendre. —
Nous donnerons ici deux ou trois indications destinées seulement &
guider le débutant. Toutes les teintures au carmin, a l'exception de
'acéto-carmin, donnent des colorations stables, & la condition de
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monter les piéces dans na milien convenable. Le b‘au-me conserve
parfaitement la coloration donnée par toutes ces teintures. La pla-
part de ces colorations sont stables dans les liquides conser:vateurs‘
neatres; ainsi les piéces au carmin boracique ou au carmin alﬂ:né
peuvent étre montées dans la glycérine neutre. D’autres au contraire
demandent un milieu acide toutes les fois que la conservation des
pieces se fait par la voie aqueuse. Ainsi, les piéces colorées par le
carmin ammoniacal ou le picro-carmin doivent étre montées dans de
la glycérine acidulée avec 1 p. 100 environ d’acide formique ou acé-
tique, si 'on désire leur conserver une bonne localisation de la cou-
leur sur les noyaux. En somme, la question de la stabilité des colo-
rations n'est pas ici de nature a causer de 'embarras.

Au point de vue de V'électivité de la teinture, nous répéterons que
c'estle carmin a I'alun qui montre 1'électivité la plus précise pour la
substance chromatique des noyaux.

En général, quand on fait usage d’une teinture aqueuse, nous
pensons qu'on doit donner la préférence aa carmin aluné ou au
picro-carmin, ces solutions étant moins que d’autres nuisibles a la
bomne conservation des cellules.

Au point de vue de la bonne conservation d’objets entiers et de
préparations volumineuses, nous estimons que les teintures alcoo-
liques sont de beaucoup préférables aux teintures aqueuses. Nous
recommandons particuliérement le carmin boracique de Grenacher.
Pour les objets trés peu perméables, nous recommandons le carmin
alcoolique & 'HCi, préparé selon le procédé de Paul Mayer.

Toutes les teintures qui contiennent de ammoniaque libre doi-
vent, selon nous, étre soigneusement écartées, a cause du gonflement
et de la macération que Fammoniaque produit presque toujours dans
les tissus. Cette régle nous parait n’avoir d'exception que pour les
tissus qui ont ét€ fortement imprégnés par 'osmium ou Tacide
chromique; ces objets souffrent moins de laction de 1'ammo-
niaque.

Les carmins de Grenacher doivent étretous évités pour la. colora-
tion d’objets contenant des piéces calcaires qu’on désire conserver.

Il est une précaution qu'il est nécessaire de prendre dans I'emplof
de la plupart des teintures au carmin : les tissus doivent étre soi-
gneusement débarrassés d’acide avant de procéder a la teinture. Cela
est moins inportant quand on emploie le carmin an borax et le car-
mind I'HCL.

Les surcolorations et colorations diffuses peuvent toujours étre
corrigées en lavant les piéces a PHCI faible (0,1 20,5 p. $00). L’acide
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oxalique peut aussi servir, mais les résultats sont beaucoup moins
bons.

85. Classification des teintures au carmin. — Suivant un point de
vue pratique, nous divisons les teintures au carmin d’abord en deux
grands groupes, les teintures aqueuses et les teintures alcooliques. Nous
groupons ensuite les formules selon la réaction des solutions, ce qui nous
donne des carmins plus ou moins alcalins (carmins ammoniacaux), des
carmins neutres, dont le principe estle picro-carmin, et des carmins acides.
‘'Nous réunissons aux teintures acides celles qui, n’étant pas nécessairement
elles-mémes d’'une réaction acide, exigent cependant I'’emploi d’un acide
pour la décoloration.



CHAPITRE X

CARMINS AQUEUX, AMMONIACAUX

SOLUTIONS AMMONIACALES SIMPLES.

86. La préparation du carmin & 'ammoniaque est extrémement
simple. On prend du carmin réduit en une poudre aussi fine que
possible, on le fait dissoudre dans une solution concentrée d’am-
moniaque, on chasse I'excés d’ammoniaque par la chaleur, ou en
laissant le flacon débouché jusqu’a ce que I'ammoniaque se soit vola-
tilisée, et I'on ajoute de l'eau.

Pour un gramme de carmin du commerce il faut prendre, selon
la qualité du carmin, de 1 4 3 cc. de la solution d’ammoniaque con-
centrée. 1l faudra souvent s'aider de la chaleur pour effectuer la
dissolution; il pourra méme étre nécessaire de faire bouillir. En
ajoulant de 50 & 100 cc. d’eau, on obtiert une solution trés forte,
trop forte méme pour servir utilement pour les teintures, mais qui,
en élant allongée de plusieurs volumes d’cau, selon les besoins,
donnera des solutions de la dilution voulue. Il ne faut jamais
employer des solutions concentrées pour la teinture; les meilleurs
résullats sont obtenus avec des solutions allongées au point de
n’étre que faiblement teintées en rose.

1l faut toujours laver les pieces a l'eau, ou, par exception, avec
la glycérine diluée.
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87. Carmin ammoniacal (Ranvier; Traité technique, p. 97).

Eau distillée. 100
Ammoniaque |
Carmin

Faire une bouillie avec le carmin et un peu d’eaun, ajouter l'ammo-
niaque, qui dissout le carmin, puis le reste de I'eau. S'il reste un excés
dammoniaque, il faut le chasser en chauffant au bain-marie jusqu'a ce
gae le carmin commence a se précipiter.

‘Cette solulion peut servir pour des colorations rapides sans étre diluée
davantage; des coupes d’objets alcooliques peuvent s'y colorer en une
mioute. Les objets chromiques se colorent mieux dans une solution
allongée jusqu'a avoir une teinte fleur de pécher, dans laquelle ils doivent
rester de vingt-quatre 4 quarante-hnit heures.

88. Carmin ammoniacal (Hover; Biol. Centralbl., 1I, 1882, p. 17). —
On fait dissoudre 1 gramme de carmin dans un mélange de 1 & 2 cc.
d’ammoniaque forte avec 6 & 8 cc. d’eau. On chauffe sur un bain de sable
jusqu’a ce que l'excés d'ammoniaque se soit volatilisé. Tant qu'il y a de
Pammoniaque libre dans la solulion, il s’y forme, en chauffant, de grosses
bulles, et la solution présente la couleur rouge-pourpre foncée du carmi-
nate d’ammoniaque; dés que I'ammoniaque libre s'est volatilisée, les
bulles deviennent petites, et la solution prend une couleur rouge vif. On
laisse refroidir et I'on filtre. il est bon d’ajouter 1 a 2 p. 100d'hydrate de
chloral; par ce moyen, la solution se conserve beaucoup plus longtemps
que les solutions ordinaires.

89. Carmin ammoniacal (Huxtey Er MarTix; Practical Elementary Bio-
logy, p. 268).

Carmin . 2
Solution d’ammoniaque forle 4
Eau. 48

Faire dissoudre le carmin dans 'ammoniaque et I'eau, etlaisser le vase
débouché jusqu’a ce que l'odeur d’ammoniaque ait presque disparu. Au
moment de s’en servir, diluer une petite quantilé de cette solution avec
154 20 volumes d’eau.

90. Ces solutions aqueuses simples ne sont pas stables. Elles
subissent avec le temps des changements chimiques dont la nature
est trés obscure, 1nais qu'on sait maintenant étre dus en partie au
développement d’un microphyte spécial. Ces changements peuvent
étre en partie évités par l'emploi d’antiseptiques, comme dans la
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formule de Hoyer que nous venons de citer. Mais il vaut mieux les
laisser se produire, et ne se servir des solutions qu'aprés un laps de
temps suffisant pour que toutes ces modifications aient pu s’accom-
plir. Il est maintenant bien connu que de telles solutions /désignées
en Allemagne sous le nom de Ausgefaulte Carmin — carmin pourri)
ont une puissance colorante bien supérieure sous tous les rapports
a celle des solutions fraichement préparées. GIERKE (Zeit. f. wiss.
Mikroskopie, 1, 1884, p. 76) a démontré qu'elles doivent cette pro-
priété a la présence de traces de carbonate ou de bicarbonate d’am-
moniaque, composés qui se forment dans les solutions longtemps
conservées, par.la combinaison de leur ammoniaque libre avec
'acide carbonique de 1'air. I1 est démontré que ces carbonates agis-
sent comme des mordants dans la teinture.

91. Carmin ammoniacal (Gierke; loc. cit.). — Pour les raisons
que nous venons d’exposer, Gierke procéde de la maniére suivante :
a du carmin en poudre il ajoute la quantité d’ammoniaque néces-
saire pour le dissoudre complétement, etlaisse la solution exposée a
I'air dans une capsule pendant plusieurs jours. Il filtre alors et con-
serve la solution aussi longtemps que possible dans un flacon bien
bouché. Il recommande de ne s’en servir en aucun cas avant un
laps de temps de deux ans. Elle ne contient plus alors aucune trace
d'ammoniaque libre, mais elle renferme du carbonate d’ammo-
niaque. On s’en sert en ajoutant quelques gouttes de la solution con-
centrée dans un volume suffisant d’eau distillée. I1 faut en prendre
juste assez pour obtenir un liquide d’un rose pale, dans lequel les
préparalions doivent rester pendant vingt-quatre heures. 1] est trés
important de n'employer que des teintures trés diluées; de cette
maniéere, méme les objets chromiques se colorent bien. Pour des
coupes d’encéphale, il est important d’employer des matériaux dur-
cis dans un liquide chromique, et d’éviter tout traitement par I'al-
cool; on ne doit pas méme faire usage d’alcool pour mouiller le
couteau qui sert & faire les coupes.

92. Carmin ammoniacal (BErz; Arch. f. mik. Anat., IX, 1873,
p. 112). — Betz arrive au méme but, et, d’aprés nous, d’une maniére
plus efficace, par un procédé un peu différent, qui consiste & faire
marir des solutions diluées. On fait une solution de carmin selon la
méthode employée par Gierke ; onI'allonge avec une grande quantité
d’eau et I'on filtre. On expose le liquide filtré a 1'air et au soleil dans
un récipient qui doit étre en verre vert, et on I'y laisse jusqu’a ce
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qu'il s'y montre un précipité floconneux d'un rouge sale. On filtre, et
T'on expose de nouveau le liquide dans les mémes conditions. Lors-
qu'sn précipité semblable au premier a repara, on filtre pour la troi-
sicme fois, et 1'on expose encore a l'air le produit de la filtration.
Phabitude il ne se forme pas de nouveau précipité ; s'il s'en forme,
on filtre. Dans tous les cas, la préparation est alors achevée, et la
golution doit étre conservée désormais dans un flacon bouché. Elle
peut se garder pendant des mois.

11 arrive parfois que la solution exposée au soleil développe une
mauvaise odeur et se couvre d'une pellicule floconneuse, blanche.
Cela ne nuit nullement a4 la préparation, mais au contraire la
facilite.

Des coupes de centres nerveux se colorent en une demi-heure, ou
en une heure au plus. Les colorations sont électives pour les noyaux,
mais en méme temps un peu diffuses.

SOLUTIONS AMMONIACALES AVEC GLYCERINE ET ALCOOL

On a cherché, par 'addition d’alcool et de glycérime, & rendre les
solutions ammoniacales de carmin plus stables, plus pénétrantes, et
moins muisibles aux tissus. Les formules suivantes dennent des tein-
tures qui sont en général inférieures aux solutions simples sous le
rapport de la précision de la coloration, mais qui présentent certai-
nement un avantage réel au point de vue de la pénétration, et de la
bonne conservation des tissus. On doit certainement les préférer
lorsqu'il s’agit de colorer des objets en masse.

93. Carmin ammoniacal (H. BeaLe; How to work with the Micro-
scope, 4th ed., p. 109).

Premiére formule.

Carmin. 0.5 grammes
Liquor Ammoniz fortissimus P B. 1.8 »
Glycérine (de Price) A8.0 »

Eau 48.0 »
Alcool. . 12 cc.

On dissout le carmin dans 'ammoniaque, selon la méthode que
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nous avons indiquée plus haut, en s’aidant de la chaleur. On porte
a I'ébullition pendant un moment, on laisse refroidip, et le vase
reste débouché jusqu'a ce que I'excés d’ammoniaque ait disparu, ce
dont on s'assure par l'odorat; on ajoute l'eau, la glycérine et

“

I’alcool.
Deuxiéme formule (ibid., p. 304).

Carmin. 0 gr. 75
Liq. Amm. fortissim. 1 gr. 5
Glycérine (de Price). 48 gr.
Alcool g ot 18 cc.

Ces solutions peuvent s’employer concentrées, mais il est plus sou-
vent utile de les diluer avec de I'alcool, ce qui sert & en augmenter
la puissance de pénétration. Hoyer pense que I’alcool dans ces solu:
tions a aussi la fonction d’augmenter I'énergie de la coloration.
Nous pensons que la glycérine sert égalenient & augmenter la puis-
sance de pénétration de la sclution, et qu'elle a aussi pour fonction
de donner au liquide une densité favorable & la conservation des
structures délicates.

Une formule qui est essentiellement identique a celle de Beale a été
recommandée par Frey (Le Microscope, p. 167).



CHAPITRE XI

+ CARMINS AMMONIACAUX NEUTRALISES.
PICRO-CARMIN.

Parmi les formules précédentes, il s’en trouve qui peuvent donner
des ‘solutions approximativement neutres. Nous rassemblons ici
quelques formules dans lesquelles la neutralisation est plus inten-
tionnelle et plus compleéte. Elles comprennent entre autres deux car-
mins importants : le carmin de Hoyer, et le picro-carmin.

94. Carmin neutre (HemeNusN; Arch. f. mik. Anat., VI, 1870,p. 402).—
Cest du carmin de Beale (n° 93), neutralisé par évaporation de l'ammo-
niaque, ou par addition d’acide acétique. Il n’est plus employé.

85. Carmin neutre (B&u~ (1); Arch. f. Anat. u. Physiol. Anat. Abth.
1882.p. 4). — Triturer ensemble 3 & 4 grammes de carmin avec 200 cc.
d’eau; ajouter de I'ammoniaque jusqu’a ce que la solution devienne rouge
cerise;. puis additionner d’acide acétique jusqu'a ce que la couleur passe
& un rouge de cire a cacheter; puis filtrer.

Colorer pendant vingt-quatre heures environ. Pour assurer une bonne
localisation de la couleur sur les noyaux, il est bon de laver avec un mé-
lange A parties égales d’eau et de glycérine contenant 0,5 p. 100 d’acide
chlorhydrique.

1) Cotte formule ayant été récemment citée dans plus d'un journal sous le
nom de Bohm, nous en avons de mouveau recherché V'origine (Arch. f. Anat.,
loc. cit.}; nous y trouvons le nom de Beehn, 'assistant de Kupffer, qui le pre-
‘mier a publié gette formule.

ANAT. MICROSC. 6



82 CARMINS AMMONIACAUX NEUTRALISES.

96. Carmin neutre (HoYER; Biol. Centralbl., 11,1882, p. 17). — On
prépare une solution simple de carmin approximativement neutre
par la méthode que nous avons donnée plus haut (88). On la traite
avec quatre a six volumes d’alcool fort. 11 se forme un précipité d'un
rouge écarlate, qu'on sépare par la filtration. Onle lave et on le séche
pour le conserver a l'état de poudre; ou bien on en fait une péte
avec de I'alcool auquel on a melé un peu de glycérine et d’hydrale
de chloral. La poudre et la pate se conservent pendant plusicurs
mois sans s'altérer. L’une et 'autlre se dissolvent facilement dans
Ieau.

On peul facilement préparer un picro-carmin en faisant dis-
soudre la poudre dans une solulion concenlrée de picrate neutre
d’ammoniaque, combinaison qui, selon Hoyer, posséderait tous les
avantages du picro-carminalc d'ammoniaque, sans en avoir les
défauts.

97. Carmin neutre de Ranvier. (Nous devons le mode de pré-
paration de ce carmin al'obligeance de M. le D* MaLAssEz.) — Faire
dissoudre environ 1 gramme de carmin de premiére qualilé dans 200

8 P q

4 300 grammes d’eau, a laquelle on ajoute une quantité d’ammoniaque.

un peu supérieure & celle qui est nécessaire pour dissoudre le
carmin. Abandonner la solution & l'air libre dans un cristallisoir
assez profond. Quand elle est desséchée, reprendrele dépo6t par I'eau

pure : une parlie se dissout; on emploie leliquide filtré. La prépara~

tion de ce réactif réussit mieux lorsqu’on laisse « pourrir » le carmin,
c'est-a-dire lorsqu’il se développe des moisissures dans la
solution.

98. Le picro-carminate d’ammoniaque, ou « picro-carmin », est un
réactif qui posséde des qualilés trés-importantes. 1l ne nuit guére
aux tissus les plus délicals; et, quand il est bien préparé, il donne
des colorations d’une trés grande précision. Malheureusement la pré-
paration cn est toujours incerlaine, a cause de la difficulté que pré-
sentent Ic dosage des ingrédients et la détermination du point exact
de neutralisation. Les solutions sont passablement stables (1); et les
colorations sont parfaitement permanentes, soit dans le baune, soit
dans la glycérine, & condition cependant que la glycérine soit acidulée

(1) 11 est cependant bon d'y ajouter un antiseptique pour prévenir le déves

loppement de¢ moisissures. On peut employer a cet effet I'hydrate de chioral
(1 p. 100), ou l'acide phénique.
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avec 1 p. 100 environ d’acide acétique, ou d’acide formique (ce qui est
7pleux).

i “Dans une bonne préparation au picro-carmin, les noyaux doivent
étre d'un beau rouge, le cytoplasma orange. Quant au reste de la
wﬁparatlon, on peut I'avoir incolore, ou jaune citron, a volonté. Il
restera jaune si ’on a soin de ne pas prolonger les lavages outre
mesure; il se décolorera plus ou moins, jusqu'a décoloration com-
plete, selon la durée des lavages. Les lavages doivent se faire a
T'alcool. On peut facilement corriger les surcolorations ou les colo-
rations diffuses en lavant & I'acide chlorhydrique. On peut prendre
. & cette fin le mélange d’acide chlorhydrique et d’alcool dont on se
sert pour décolorer les piéces qui ont été colorées par le carmin au
berax; ou bien on peut avec avantage employer un mélange de gly-
cérine et de HCI (jusqu'a 0,3 p. 100).

99. Picro-carmin (RANViER; Traité Technique d’Histologie, p. 100).
— Dans une solution saturée d’acide picrique, on verse du
carmin dissous dans I'ammoniaque, jusqu’a saturation; puis on éva-
pore dans une étuve. Aprés réduction des quatre cinquiémes, la
liqueur refroidie abandonne un dépot, peu riche en carmin, qui est
séparé par filtration. Les eaux meéres évaporées donnent le picro-
‘éarminale solide sous la forme d'une poudre cristalline de la couleur
de Tocre rouge. Celte poudre doit se dissoudre entiérement dans
Peau distillée ; une solution au centiéme est la plus convenable.

On peut au besoin laisser les pi¢ces trés longtemps dans cette solu-
tion.

100. Picro-carmin (Fov; Lekrbuch d.vergl. mik. Anatomie,p. 193). —
Fol prépare une solution selon la formule de Ranvier, mais il n'éva-
pore qu'une fois. Si la poudre obtenue de cette maniére ne donne
pas une solution neutre, il y ajoute un peu de carbonate d’ammo-
niaque, et chauffe modérément dans un récipient ouvert. Il se vola-
tilise ou bien de 'ammoniaque, ou bien de I'acide carbonique, selon
la réaction de la solution, et en tout cas on obtient une solution neutre.

Nous pensons que c¢’est 13 une indication précieuse, d’autant plus
que le carbonate d’ammoniaque, §'il en reste dans la solution, doit
agir comme mordant.

101. Pioro-oarmin. (Gace; Amer. Monthly Microscopical Journal, I, 880,
P. 22; Journ. Roy. Mic. Soc., III, p. 501.) — On suit le procédé de Ran-
vier. On doit employer des parties égales de carmin et d'acide picrique.
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On dissout I'acide picrique dans 100 fois son poids d’eau, et le carmm;
dans 50 fois son p01ds d’ammoniaque forte. On méle alors les deux solus,
tions. On doit se servir de capsules de porcelaine pour les évaporations,:
et d’entonnoirs de verre pour les filtrations. 11 vaut mieux faire les solua"
tions & la température normale, et en évaporer les trois quaris a une
température de 40° a 45° C. Aprés refroidissement, filirer a travers deu:r
épaisseurs de papier a filtrer. Evaporer a siccité a 40° C. ou a la tempéra-
ture normale. La poudre doit se dissoudre dans 100 fois son poids deauﬂq
sinon, filtrer & plusieurs reprises.

Lorsqu’on a obtenu une solution claire, on ajoute 25 p. 100 de glycérmg
et 10 p. 100 d’alcoo!l & 95 degrés. La solution sera parfaitement stable &
condition d’étre fillrée tous les six mois. A

Nous avons essayé ce procédé, qui ne nous a pas donné de mellleurs‘
résultats que des procédés moins compliqués.

]

102. Picro-carmin (RutHerrorp; Practical Histology, p. 173). — Solu-*

tion saturée d’acide picrique, 130 cc.; carmin dissous dans de 'ammo-"
niaque, 1 gramme. Lereste comme dans la formule de Ranvier.

103. Picro-carmin (PavL Maver; Milth. d. zool. Stat. zu Neapel, Bd II,
p- 20). — On fait dissoudre 2 gr. de carmin dans 25 cc. d’eau avec une
quantité suffisante d’'ammoniaque. On laisse la solution & l'air pendant
une semaine ou plus. On ajoute alors quatre volumes de solution satu-.
rée d’acide picrique; ou bien, on en ajoute jusqu’a ce qu’il se produise un
précipité. Mayer n’évapore pas, mais se sert de la solution telle quelle.

103 his. Picro-carmin (Baser; Monthly microscopical Journal, XII,
p- 48; Quart. Journ. mic. Science, 1874, p. 251). ‘

Carmin. 1 gramme.
Ammoniaque 4 cc.
Eau. 200 cc.

Mélez ensemble, et ajoutez 5 grammes d’acide picrique. Agitez de temps
4 autre pendant deux jours. Laissez déposer, décantez, et évaporez & la
température normale. Dissolvez les cristaux dans de 'eau, en raison de
2 p. 100, et filtrez si la solution n’est pas claire.

104. Picro-carmin (WeiGERT; Virchow's Archiv, Bd. 84, pp. 215,
p-315). — On fait tremper 2 grammes de carmin pendant vingt-quatre
heures, en prenanl des précautions pour prévenir I'évaporation, dans

grammes d’ammoniaque. On ajoute 200 grammes de solution saturée“!
d’acide picrique, et on laisse reposer pendant vingt-quatre heures, ‘
On ajoute alors de I'acide acélique par petites quantités jusqu'a ce
qu’il se produise un léger précipité qui persiste aprés agitation du
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liquide. On laisse reposer encore vingt-quatre heures. Au bout de ce
temps on constate qu’il s’est formé un précipité qui ne se laisse séparer
qu'en partie par la filtration, On ajoute alors de I’ ammomaque goutte
a goutte, par intervalles de vmgt-quatre heures, jusqu’a ce que la solu-
tion devienne claire.

Si la solution donne une coloration trop jaune, on ajoute un peu
d’acide acétique; si elle donne une coloration exagérée en rouge, on
ajoute un peu d’ammoniaque.

Weigert pense que toutes les solutions de picro-carmin qui don-
nent de mauvaises colorations peuvent étre corrigées par I'addition
d'acide acétique ou d’'ammoniaque.

105. Picro carmin (PercENs: Carnoy; La Biologie cellulaire,
p. 92). — On fait bouillir pendant deux heures et demie 509 gr. de
cochenille pulvéricée dans 30 litres d’eau. On ajoute 50 gr. de nitrate
de potasse, et, aprés un instant d’ébullition, 60 gr. d’oxalate de
potasse. L'ébullition est maintenue pendant un quart d’heure. Aprés
refroidissement, le carmin se dépose; il estlavé plusieurs fois a 1'eau
distillée. Ces opérations durent trois & quatre semaines.

Eusuite on verse sur le carmin un mélange de 1 volume d’am-
moniaque avec 4 volumes d’eau, en prenant garde que le carmin
demeure en excés. Aprés deux jours, on filtre, et on laisse la solu-
tion filtrée exposée & l'air jusqu’a ce qu'il 8’y produise un précipité.
On filtre de nouveau. On y verse alors une solution concentrée
d'acide picrique dans l'eau; on agite et on laisse reposer le liquide

, pendant vingt-quatre heures. On filtre et on ajoute 1 gr. de chloral
par litre de liquide. Au bout de huit jours on sépare le léger préci-
pité qui s'est produit ; le picro-carmin est prét a étre employé.

Carnoy trouve que ce réactif donne les meilleurs résultats; il s’est
maintenu sans altération pendant plus de deux ans dans son labo-
ratoire.

106. Picro-carmin (Hovkr). — Nous avons donné cette méthode de
préparation plus haut, n°* 88 et 96.

107. Picro-carmin (KLEMENSIEWICZ ; Sitzber. Acad. Wiss. Wien. 4818,
1l Abth. Juni: GiErkE ; Farberei, etc. Zeit. fir wiss. Mik., 1, p. 501).
— On triture ensemble 1 gr. de carmin et 30 gouttes d’ammoniaque
concentrée, et on ajoute 200 cc. d’eau. A 2 volumes de cette solution
on ajoute 1 volume de solution saturée d’acide picrique; on fait bouil-
lir pendant huit a dix heures au bain-marie, en ajoutant, pendant les
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premiers temps, de la solution d’ammoniaque diluée, pour com-
penser les pertes du liquide par évaporation; plus tard on laisse
réduire aux trois quarts ou a la moitié. Pendant le refroidissement
il ne se produit point ou presque pas de précipité. La solution est par-
faitement claire, sa couleur est d’un rouge-noir foncé en couche
épaisse, avec une teinte jaundtre en couche mince.

107 bis. Picro-Carmin (Bizzozero ; Zeit. f. wiss. Mik., 1885, p. 539).
— On fait dissoudre 0,5 gr. de carmin dans 50 cc. d'cau addi-
tionnée de 3 cc. d’ammoniaque. On fait dissoudre & part 0,5 gr.
d’acide picrique dans 50 cc. d’eau. On ajoute la solution d’acide
picrique, lentement et en agitant continuellement, & la solution de
carmin. On évapore au bain-marie jusqu’a ce que (loc. cit. 1886,
p. 57) 'on ne percoive plus qu'une odeur légére, mais franche
encore, d’ammoniaque. Il arrive en général qu’a ce moment le
mélange est réduit de moitié en volume. On laisse refroidir, et
on ajoute 0,2 en volume (soit 10 cc.) d’alcool. Il n’cst pas nécessaire
de filtrer. On conserve dans un flacon bien bouché.

107 ter. Carmin et acide osmique (DELAGE; Arch. de Zool. exp. el
gén., t. 1V, sér. 2, 1886; Zeit. f. wiss. Mik., 1886, p. 240). — On
fait une forte solution de carmin dans l'eau additionnée d’ammo-
niaque, et on la neutralise en chauffant au bain-marie jusqu’a ce
qu’on voie paraitre des nuages rouges a la surface du liquide vineux. .
On laisse refroidir; on ajoute un volume d’acide osmique a 1 p. 100,
et I'on filtre sous une cloche. On obtient un liquide qui sert en
méme temps de fixateur et de colorant. On laisse séjourner les:
objets (il s’agit de Rhabdocceles) d’'une demi-heure a douze heures
au plus dans le mélange, puis on les passe par l'alcool selon la
méthode ordinaire. On obtient le cytoplasma peu coloré, mais
les membrancs cellulaires bien accusées, les noyaux rouges. Ge
procédé a été le scul qui ait permis & Delage dc démontrer le sys-
teme nerveux des Rhabdocceles acceles. Beemmic (Zeit. f. wiss. Mik.,
1886, p. 24l) I'a essayé, et trouve qu'il fournit des images trés
nettes et trés belles.

La solution d’acide osmique carminée nc conscrve sa propriété
fixatrice que pendant quelques jours.



CHAPITRE XII

AUTRES CARMINS AQUEUX, NEUTRES ET ACIDES.

108.Carmina l'alun; —Carminaluné ; Carminalunique (GRENACHER;
Arch. f. Mik. Anat., XVI, 1879, p. 463). — A une solution aqueuse
d'alun, de potasse ou d'ammoniaque, d'une concentration de 1
4 5 p. 100, ou de toute aulre concentration qu'on préfere, on
ajoute 0,5 & 1 p. 400 de carmin en poudre, et 'on fait bouillir
pendant dix & vingt minutes. Il vaut peut-étre nieux se servir
d'une solution d’alun trés concentrée, et, aprés 1'avoir fait bouillir
avec le carmin, l'allonger au degré voulu. Aprés refroidissement,
filtrer. (Nous avons I'habitude d’ajouter & notre solution un peu
d’acide phénique ou un cristal de thymol pour prévenir le dévelop-
pement de moisissures.)

Nous avons déja dit que le carmin & I'alun est, de tousles carmins,
le réactif le plus délicat dans ses résultats. G'est un colorant nu-
cléaire presque absolument pur. En dehors de la chromatine des
noyaux, il n'y a guére que les nucléoles et la substance contractile
des muscles striés qui s’y colorent. Ce carmin présente le grand
avantage qu'on peut laisser les préparations indéfiniment dans les so-
lutionssanscrainte de voir se produire des surcolorations. Il est néces-
saire queles tissus soientdébarrassés d'acide avant d’étre mis dansla
teinture. Les colorations sont stables dans le baume et dans la
glycérine neutre; elles le sont moins dans la glycérine acidulée.

I1 ne faut pas employer ce colorant pour des objets contenant des
éléments calcaires qu’on désire conserver.
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Tanct fait usage d’une solution saturée d'alun.

Tizzoxi ajoute & la teinture, préparée selon la formule de Grenacher,
une trace de sulfate de soude, ce qui en rend la coloration plus énergique.
(Bull. Sc. Med. Bologna, 188%, p. 259; Jowrn. Roy. Mic. Soc., 1885, p. 730.)

Pisext (Gazzetta degli Ospetali, n° 2%, 1885 ; Zeit. f. wiss. Mik., 1I, 1885,
p. 376) donne la formule suivante: On fait cuire 1,5 a 2 gr. de carmin
pendant quelques minutes dans 100 cc. de solution d’alun saturée &
chaud; on ajoute 2 grammes de sulfate de soude, et l'on continue &
chauffer pendant cinq minutes. On filtre & chaud. Aprés refroidissementfa
on décante. -

Nous faisons observer que le sulfate de soude est un réactif qui exerce
sur les noyaux une action trés particuliére. Voyez Pritzer, dans Morphol.
Jahr., XI, Hft I, 1883.

109. Carmin & I'alun avec acide osmique. — La solution simple de
carmin 3 1'alun a le défaut de n’étre pas trés propre a la coloration
lente d’objets volumineux; elle est peu pénétrante, et n'est guére de
nature a conserver les tissus pendant une immersion trés prolongée.
On remédie en grande partie & ce défaut par I’emploi combiné de
carmin a I'alun et d'actde osmique.

A 50 ou 60 grammes d’eau distillée on ajoute du carmin a 'alun
jusqu’a ce que le mélange soit d’un rose presque rouge; on ajoute
environ dix gouttes d’une solution d’acide osmique a 2/1000. Il faut
en mettre assez pour que le mélange ait une odeur perceptible
d’osmium. On laisse les objets dans ce mélange pendant trente-six
heures, & I'obscurité.

Cette méthode nous est venue de Heidelberg; nous ne savons pas
qui en est I'inventeur. Nous I'avons expérimentée sur des objets assez
divers, et nous pouvons assurer qu’elle donne des résultats qu'on ne
saurait trop louer. Les colorations sont encore plus électives qu’avec
la solution simple. Les corps des cellules se colorent en brun par
I'osmium, et I'on a comme résultat une coloration double d'une
grande netteté.

Il faut avoir soin de ne pas laisser évaporer 1'osmium pendant la
coloration. En prenant cette précaution, la conservation des piéces
est excellente. En somme, nous regardons celte méthode comme
'une des plus importantes parmi les méthodes de précision.

110. Carmin aluné a l'acide acétique. (HEnvEGuY; inédit.) — On
fait bouillir du carmin en excés dans une solution saturée d’alun de
potasse. Aprés refroidissement, on ajoute 10 p. 100 d'acide acétique
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"stallisable, et on laisse reposer le mélange pendant plusieurs
jours. I se fail un dépdt de carmin et d’alun; on filtre.

Pour colorer les piéces, on les met dans I'eau distillée, a laquelle
on ajoute quelques gouttes de la solution de carmin, de maniére a
obtenir une teinte rose foncée. Elles restent dans la teinture vingt-
quatred quarante-huit heures, selon leur nature; puis on les lave
pendant une heure ou deux dans de I'eau distillée. 11 importe d’em-
ployer de 'eau distillée, pour éviter la formation de cristaux dans
les piéces. On traite ensuite par I'alcool a la maniére ordinaire.

L'avantage de ce carmin est d’avoir un pouvoir pénétrant trées
grand et de colorer également toutes les parties aussi bien profondes
que superficielles. Il a I'inconvénient de donner une coloration lilas
qui n’est pas agréable & I'eil; mais on peut rendre la coloration
plusrouge en placant les piéces lavées dans de l'alcool additionné
d'acide chlorhydrique, comme lorsqu'on emploie le carmin au
borax.

Les préparations se conservent trés bien dans le baume, moins
bien dans la glycérine.

111. Les préparations faites au carmin aluné peuvent étre traitées
aprés coup par l'acide picrique, et fournir ainsi des colorations
doubles qui sont quelquefois trés utiles. LEcAL combine les deux
teintures, enraison de dix volumes de carmin & I'alun et un volume
de solution saturée d’acide picrique (Morphol. Jahrb., V11l Bd.,
p. 333).

CARMINS BORACIQUES AQUEUX

112. Les trois carmins dont nous donnons la composilion aux para-
graphes suivants, quoique moins employés que le carmin boracique
alcoolique de Grenacher (ci-aprés, n° 120), donnent cependant de
meilleurs résultats que ce dernier pour les coupes.

Des trois solutions suivantes, deux sont alcalines. Nous les mettons
ici & cause du traitement par I'HCl qu’elles exigent. Nous faisons observer
que les doses d’acide chlorhydrique recommandées par les auteurs nous
paraissent exagérées; cependant on ne peut pas toujours effectuer la
décoloration avec des doses aussi faibles que celles qu’on emploie pour la
décoloration des pitces traitées par le carmin au borax alcoolique de
Grenacher, & moins d'employer, comme dans ce cas,'alcool comme véhi-
cule; car, autrement, les pieces pourraient soullrir de la longueur du
lavage qui serait nécessaire. Ces carmins ne servent que pour la colora-
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tion de coupes, ou d’objets trés perméables, et pour les lra\'au?z ordinaim
sont beaucoup moins recommandables que 1a solution alcoolique de Gre-
nacher. Ils peuvent cependant étre parfois utiles, surtout en vue de la
grande énergie et de I'éclat de la coloration.

113. Carmin au borax simple (WooDWARD; Monthly Micr. Journ., VIII,
1872, p. 38; Am. Quart. Mic. Journ., I, 1879, p. 220; Journ. Roy. Mic. Soc.,
II, p. 613).

Carmin. 1 gramme.
Borax & —
Eau 176 —
Alcool (95°). 352 —

Mélez ensemble et filtrez. La majeure partie du carmin forms avec le
borax une combinaison qui cristallise sur le filtre; le liquide filtré au
contraire est relativement pauvre en carmin, et ne possede qu'une faible
puissance de coloration. On le jette. On fait dissoudre les cristanx
dans 230 grammes d'eau, et I'on réduit de moitié par évaporation au
bain-marie.

Ce liquide est un colorant trés énergique. Des tissus sy colorent en
quelques secondes, mais d’'une maniére diffuse. On les décolore avec de
I'acide chlorhydrique; dans le mélange de 1 partie de I'acide pour quatre
d’eau employé par Woodward, la décoloration se fail en quelques secon-
des. On obtient ainsi une belle coloration élective pour les noyaux et se
conservant également bien dans le baume et dans la glycérine. 11 faut laver
avec soin a l'alcool avant de monter dans le baume.

114. Carmin au borax simple (H. GisBes; Journ. Roy. Mic. Soc., IlI,
1883, p. 390,.

Carmin. 2 grammes.
Borax 8 -
Eau 128 —

Méler et décanter. Il ne faut pas filtrer. La coloration se fait en quel-
ques minutes. Laver, pendant quelques secondes, avec un mélange de
1 partie Jde HCI et de 20 parties d'alcool absolu. Puis laver soigneu-
sement a I'alcool.

115. Carmin au borax neutralisé (GRENAcHER; Arch. f. mik. Anat,,
XVI, 4879, p. 466). — A une solution de borax de 1 & 2 p. 100 on ajoute
0,5 & 0.75 p. 100 de carmin, et oa fait bouillir jusqu’a ce qu'on obtienne
une solution d'un pourpre foncé. La solution est en général claire; avec
certains carmins cependant elle peut ne pas l'étre; en ce cas, il faut fil-
trer. A la solution claire on ajoute peu & peu, et avec précaution, de I'a~
cide acétique étendu. La solution devient de plus en plus rouge carmin;
aussitot qu'elle est devenue d'un rouge comparable a celui des solutions
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MIImoniacales de carmin, ou, ce qui est mieux, d’'une teinte un peu plus
rouge, l'addition d’'acide doit cesser. On laisse déposer pendant vingt-
quatre heures, et 'on décante.

Dans cette solution, les tissus se colorent en demx ou trois minutes,
ou moins, mais d’'une maniére diffuse et incompléte, la couleur n’étant
pas absorbée par les éléments, mais seulement déposée sur leurs surfaces.
On les rince a4 I'eau et on les traite avec de I'alcool de 50 & 70° conte-
pant une goutte d'acide chlorhydrique pour la valeur d’'un verre de
montre. Au bout de quelques secondes on peut constater qu'il s'est formé
autour destissus une atmosphére rouge, consistant en du carmin redis-
sous. Aprés quelques minutes, on peut enlever les préparations, qui pré-
sentent alors une localisation parfaitement précise de la couleur dans les
noyaux.
~ Cette solution a sur les deux précédentes I'avantage de n'étre pas alca-
line. i

Ce procédé nous parait étre d'une nature tout a fait particuliere. Ce
n'est pas, croyons-nous, un procédé de surcoloration suivie de décolora-
tion comme cela est certainement le cas pour les carmins au borax non
neutralisés, mais bien un procédé de coloration directe par la Solution de
carmin dans 1'acide chlorhydrique qui se fait au moment o0 I'on porte les
tissus dans I'alcool.

AUTRES CARMINS AQUEUX

116. Carmin au lithium (Orte; Berliner klin. Wochensch 28,

1883, p. £21). — On fait dissoudre 2 parlies et demie de car-
min dans 97 parties et demie de solution saturée de carbonate de
lithium. 118’y dissoudrait une proportion beaucoup plus grande de
carmin, mais la concentration indiquée est suffisante. Il n’est pas
nécessaire de filtrer.
" Des tissus durcis soit par I'alcool, soit par l'acide chromique ou
les sels de chrome, se colorent avec une égale facilité dans cette
solution. La coloration est diffuse; pour la localiser sur les noyaux,
on lave a l'acide chlorhydrique (1 p. 100 de HCl dans de l'alcool
4 70 degrés).

La couleur est stable dans le baume et dans la glycérine. Le prin-
cipal avantage de ce réactif consiste dans la. facilité avec laquelle il
colore des tissus qui se montrent rebelles a toute autre coloration.

C'est un excellent carmin quin’est pas suffisamment connu.

118 bis. Qarmin & la chaux (ou Puessis; inédit. — Nous devons cette
formule A I'obligeance de M. le Profr du Plessis). — On met dans une
éprouvette dn carmin en poudre, et 'on ajoute de l'eau de chaux (aqua



92 AUTRES CARMINS AQUEUX.

calcis des pharmacies). On fait bouillir a gros bouillons. L’eau de cpauxq
attaque le carmin, mais ne le dissout pas; elle doit seulement se teinter
en rose. On décante et on reprend le carmin non dissous par I'eau distillée,
dans laquelle il doit alors se dissoudre assez bien pour donner facilement
une teinture d’un rouge clair.

Cette teinture, quoigu’elle ne soit pas d’une couleur foncée, posseéde une
assez grande énergie de coloration. Les noyaux se colorent en foncé, le
protoplasma en clair; les colorations excessives ne sont pas & redouter.

Il est important d’employer I'eau de chaux des pharmacies, ou, en tout
cas, d'éviter de faire usage d’unme solution de chaux trop forte, car le
carmin se dissout assez facilement dans les solutions fortes de chaux, ce

.

qu'il s’agit naturellement d’éviter.

117. Rouge de carmin (Carminroth), RorLer. — N'est plus employé.
On trouvera la formule dans Gierke (Zeil. f. wiss. Mikroskopie, I, p. 91).

117 bis. Carmin soluble (Peres : FrEY; Das Mikroskop. 7 Aufl.: GIERRE;
loc. cit., p. 91). N'est plus employé. Voyez la formule, loc. cit.

118. Carmin acétique (ScHweIGGER-SEIDEL : RANVIER; Traité, p. 99). —
On verse dans une solution ammoniacale de carmin de I'acide acétique
jusqu’a produire la neutralisation compléte, et méme & la dépasser un
peu. 1l se fait un précipité peu abondant, qui est séparé par filtration, et
I'on obtient une liqueur d’'un rouge vineux. Les préparations y sont
laissées pendant quelques minutes , puis lavées dans de l'eau contenant
0,5 p. 100 d'acide chlorhydrique. 11 faut monter dans le baume ou dans de
la glycérine conlenant 1 p. 100 d’acide acétique ou d’acide formique, ce
qui est mieux. Selon Gierkg, la coloration n’est jamais aussi permanente
que celle du carmin a I'ammoniaque.

118 bis. Carmin acétique neutre (Hanann; Intcrn. Monatschr. f. Anat.u.
Hist., 1,3, 188%; Zeit. f. wiss. Mikroskopie, 1I, 1883, p. 87). — Cette for-
mule ne differe pas en principe de celle de Schweigger-Seidel. Hamann
prend 30 grammes de carmin, les dissout dans 200 grammes d’am-
moniaque concentrée (sic), et ajoute de l'acide acétique jusqu’d réac-
lion neutre ou faiblement acide. Aprés deux & quatre semaines on
peut filtrer et se servir du liquide. Ce gqui vaut cependant mieus,
c’est de reprendre, par un mélange d’ammoniaque et d’acide acétique
dans la méme proportion, le précipité qui s'est formé pendant ce
temps. La solution colore rapidement, mais ne donne pas lien facilement
a des colorations excessives. On peut traiter les préparations par I'HCI si
I'on veut, mais cela n’est pas indispensable.

119. Carmin acétique. — Acétate de carmin. (Scunemer; Zool.
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* Anzeig., 1880, p. 254). — On fait bouillir une solution d’acide acé-
tique d’une concentration de 45 p. 100, et on la sature de carmin;
puis on filtre. (C'est & la concentration de 43 p. 100 que l'acide acé-
tique dissout la plus grande proportion de carmin.)

Pour s’en servir, on peut ajouter une goutte de la solution con-
centrée a des objets frais placés sur, le porte-objets : c'est la méthode
dont Flemming s'est servi dans ses importantes recherches sur Ia
fécondation de I'ceuf des Echinides. Ou bien on peut se servir d'une
solution diluée a 1 p. 100, pour la coloration lente.

11 est important de connaitre ce réactif, qui peut rendre des ser-
vices 14 ou aucun autre réactif ne donne de résultats quelconques.
La solution est extrémement pénétrante, fixe bien pour un certain
temps, et peut ainsi servir pourl'étude d'objets frais. La coloration
est d’'une électivité parfaitement précise pour la substance chroma-
lique des noyaux. Malheureusement les préparations ne se conser-
vent pas.

110 a. Carmin & ’acide borique (ArRcanGeLi; Proc.-verb. Soc. Toscana
di Sc. Nat., 1883, p. 283; Zeit. f. wiss. Mik., 1885, p. 377). — On fait
bouillir ensemble, pendant dix minutes, 0,5 gr. de carmin, 4 gr.
d'acide borique, et 100 cc. d'eau. On laisse un peu refroidir et l'on
filtre. On obtient ainsi un liquide presque gélatineux, qui posséde une
grande énergie de coloration. Laver avec de l'eau changée deux ou trois
fois, puis avec de l'alcool qui fixe la couleur. Pour le carmin a l'acide
borique de FrANcoTTE, qui est une teinture alcoolique, voyez au chapitre
suivant, n° 121 bis.

119 5. Carmin aluné & l'aolde borigue (ArcanceLi; loc. cit.). — On
fait bouillic ensemble, pendant dix minutes, 0,25 gr. de carmin, 2 gr.
d’acide borique, et 100 cc. de solution saturée d’alun.

119¢. Carmin aluné & 1’acide salioylique (ArcangeL1; loc. cit.). — On
fait bouillir ensemble, pendant dix minutes, 0,25 gr. de carmin, 0,23 gr.
d’acide salicylique, et 100 cc. de solulion saturée d’alun.

119d. Carmin salioylique (ArcanceLi; loc. cit.). — On fait bouillir
.ensemble, pendant dix minutes, 0.23 gr. de carmin, 0,25 gr. d'acide sali-
cylique, et 400 cc. d'eau, et I'on filtre.

119, Carmin & I’acide plorique (Arcancew; loc. cit.). — On fait
bouillir ensemble, pendant dix minutes, 0,25 gr. de carmin et 50 cc. de
solution concentrée d’acide picrique, et I'on filtre & froid. 1l faut quatre a
huit heures pour colorer.



94 AUTRES CARMINS AQUEUX.

119 f. Carmin & Yacide picrique (Minor; d’aprés Whitman's Methods in
Microscopical Anatomy, etc., p. 42). — On fait bouillir, pendant une demi-
heure, 1 gr. de carmin dans 200 cc. d’eau avec un exces d’acide picrique;
on laisse reposer et on décante; on ajoute de l'eau et, au besoin, encore
de I’acide picrique; on fait de nouveau bouillir et on décante; on répéte
ces opérations jusqu'a ce que tout le carmin soit dissous. On met le li-
quide décanté dans un cristallisoir avec 1 gramme environ de thymol, et
I'on évapore & une chaleur douee jusqu’a 25 cc.; on filire, on ajoute 23 cc.
d'eau sur le filtre, et on allonge le liquide filtré avec 50 cc. d’eau. La
solution se garde indéfiniment. Si on la fait évaporer a siccité, on obtient
un résidu qui est soluble dans 'alcool. La solution aqueuse colore avec
une grande rapidité et donne facilement des surcolorations; il suffit de
deux & cinq minutes pour colorer des coupes.



CHAPITRE XIII

CARMINS ALCOOLIQUES; AU BORAX, AUX ACIDES
OXALIQUE, SULFURIQUE, CHLORHYDRIQUE.

120. Carmin au horax, alcoolique (GRENACUER; Arch. f. mik. Anat.,
XVI, 1879, p. 466 et suiv.). — On fait une solution concentrée de
carmin dans une solution de borax {carmin, 2 & 3 p. 100;
borax, 4 p. 100); on ajoute un volume égal d’alcool & 70 degrés; on
laisse reposer,let 'on filtre. 1l ne faut pas employer d'acide acé-
lique. On y laisse les préparations le temps nécessaire pour qu’elles
soient pénétrées, et on les porte, sans lavage préalable, dans de
I'alcool contenant 4 & 6 gouttes d’acide chlorhydrique par 100 cc.
On les laisse dans ce liquide jusqu'a ce qu’elles soient bien péné-
lrées, puis on les lave a I'alcool pur.

D’aprés Bourne (Quart. Journ. Mic. Science, 1882, p. 333), on peut
faire la solution en mélant ensemble le carmin et la solution de
borax et en agitant le mélange de temps & autre pendant deux ou
trois jours; on ajoute alors l'alcool et on laisse reposer pendant
une semaine, puis on filtre.

La proportion d'alcool contenue dans cette solution suffit pour la
bonne conservation de tous les objets qui ne sont pas trés délicats et
qui ne demandent pas une immersion trés prolongée pour étre
imbibés. Pour les objets qui demandent par exemple une immersion
de plusieurs jours au lieu de quelques heures, il y a utilité a

{ sugmenter la dose d'alcool. On peut sans inconvénient l'augmenter
Jusqu’a 70 degrés. Nous trouvons méme, pour notre part, que celle
solution-1a est, dans la plupart des cas, préférable a la solution
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ordinaire; la conservation des cellules est souvent sensiblement
meilleure, la solution étant en méme temps plus neutre et moins
aqueuse; et nous croyons que la coloration est plus précise et plus
facile a controler.

Pour la décoloration, nous nous servons d'une solution d’acide
chlorhydrique encore plus étendue, que nous avons appris & con-
naitre dans le Laboratoire de Morphologie de I'Université de Genéve;
A savoir, 33 gouttes d’acide par lilre d’alcool. On y laisse les objets
jusqu'a ce qu'ils présentent une certaine transparence et un certain
aspect brillant qui indiquent que les tissus sont suffisamment déco-
lorés et la couleur fixée dans les noyaux.

Ce carmin peut servir a colorer des objets qui ont été fixés dans le
mélange de Flemming, a condition qu’ils aient été bien lavés.

Ce carmin est certainement I'une des plus importantes de toutes
les teintures histologiques. Tous les observateurs sont d’accord pour
reconnaitre a quel point il est d'un emploi commode.

Les colorations sont parfaitement stables dans tous les milieux-
conservateurs.

121, Carmin lilas au borax (Tuierscu; Arch. f. mik. Anat., I, 1865,
p. 150). — N'est plus employé.

121 bis. Carmin picroboraté (DurirLevr; Bull. Scient. Dép. Nord, XVI,
1885, p. 371). — Mélez, a chaud, un volume de carmin au borax et un vo-
lume de solution saturée d'acide picrique. On ajoute 4 ce mélange un
volume d’alcool & 93°. Ou fillre & froid. La teinture ainsi préparée se con-
serve indéfiniment sans déposer.

Nous croyons devoir averlir que nous avons préparé ce carmin, et qu'il
nous parait étre la plus mauvaise teinture au carmin que nous ayons
jamais essayée.

121 ter. Carmin & V’acide borique, alcoolique (Francorte; Bull. Soc.

Belge Micr., 1886, p. 481. — Ce carmin est une modification de celui de
ARCANGELI, n° {19a. — On prend : carmin, 0,4 gr.; acide borique, 5 gr.;
eaun, 25 cc.; alcool a 90°, 75 cc. — On fait bouillir quinze minutes et I'on
filtre.

122. Carmin oxalique, alcoolique (THIERSCH; no 121). — N’est plus
employé.

123. Carmin sulfurique, alcoolique (Hover; Arch. f- Mik. Anat., XIII,
1876, p. 650). — Nous ne citons ce carmin que pour mémoire, car il
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semble que Hoyer lui-méme l'ait abandonné en faveur de son carmin
neutre. (V. plus haut, no* 88 et 96.)

124. Carmin & Y'acide chlorhydrique, alecolique. — Ce carmin est
extrémement important. Seul il permet d’obtenir une coloration a la
fois trés précise, énergique, brillante et rapide, par le moyen de
solutions faites avec de P'alcool trés fort, jusqu'a I'alcool absolu.
Cela est précieux, soit pour la coloration en masse d'objets trés
difficilement pénétrables (pieces protégées par la chitine), soit pour
la coloration de coupes sur le porte-objets. Ces solutions ont sur le
carmin au borax J'avantage de contenir incomparablement plus de
carmin dans I’alcool fort. On les emploie comme le carmin au borax,
en opérant la-décoloration avec le méme alcool acidulé d’acide chlor-
hydrique. Cependant, avec une solution heureusement combinée,
on peut obtenir de prime abord des colorations éleclives qui n’ont
pas besoin de décoloration. Les colorations sont permanentes dans
tous les milieux conservateurs.

i#

(@) FormuLE DE PauL MAYER (GaAmBiNG; Manuale per la Technica
moderna del microscopio, p. 46). — Mayer prend 100 grammes
d'alcool absolu (ou d’un titre plus faible), il y ajoute 1 ou 2 gouttes
d'acide chlorhydrique, et du carmin a saturation. 1l faut faire
bouillir jusqu’a ce que 'on obtienne une solution claire.
 D’aprés notre expérience, celle-ci est la maniere la plus sire de
préparer le carmin 2 'acide chlorhydrique. 1l est & remarquer qu'il
doit toujours rester un excés de carmin dans la solution. Bien pré-
.paré, ce carmin doit donner une coloration parfaitement nucléaire,
sans décoloration par 'HCI.

Y

(b ForuuLe p'Euery (ibid.). — Alcool absolu, ou plus faible, 100 gr.;
HCl, 1 gr.; carmin & saturation. — On les chauffe ensemble dans une
étuve pendant vingt-quatre heures au moins.

|' (¢) ForMULE DE GRENACUER :(Arch. f. mik. Anat., XVI, 1879,
p. 468). — Grenacher, qui est I'inventeur de ces carmins, donne les
instructions suivantes. On fait bouillir ensemble, pendant dix mi-
nutes, 50 cc. d’alcool de 60 & 80 degrés, 3 ou 4 gouttes d’acide chlor-
hydrique, et du carmin en quantité suffisante pour couvrir la pointe
d’un couteau. Il n'est pas possible d’indiquer les doses précises de
carmin et d’acide, & cause de la composition variable du carmin du
commerce. On laisse refroidir et 1'on filtre.

On essaye alors la solution sur des coupes. Si elle donne én cinq ou
ANAT. MICROSC. 7
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six minutes une coloration uniforme, on ajoute avec précaution de
faibles quantités d’acide chlorhydrique, et I'on essaye la solution sur
des coupes apres chaque addition d’acide, jusqu’a ce qu'on ait trouvé
la dose qui donne la coloration désirée. Si au contraire on observe
dés le commencement que la solution montre une teinte jaunitre,
ou si elle acquiert une telle teinte au bout de quelques jours, cest
signe qu’on a pris un excés de HCl, et il faut alors neutraliser en
ajoutant avec précaution de 1’'ammoniaque jusqu'a ce que la teinte
pourpre de la solution soit revenue. Si les colorations se trouvent étre
excessives ou diffuses, on décolore, selon la méthode connue, par
I'alcool acidulé de HCI.

(d) ANc1ENNE FORMULE DE P. Maver (Mitth. Zool. Stat. Neapel, IV, 1883,
p- 521).— Alcool (80°), 100 gr.; carmin, 4 gr.; HCl, 30 gouttes. — Chauf-
fer pendant une heure au bain-marie, filtrer & chaud et neutraliser en
ajoutant de I'ammoniaque jusqu'a ce que le carmin commence a se
déposer.

Cette solution donne toujours des colorations diffuses; pour les rendre -
électives, il faut décolorer par I'HCIL. Nous avons trouvé qu'il n'est nulle-
ment facile d’arriver & une bonne neutralisation, de sorte que la méthode
de préparation ne nous parail pas offrir d'avantage sur celle de Grenacherﬁ{

Il convient d’observer que si 1'on désire diluer 'une ou l'autre de
ces solutions, il ne faut pas employer a cet effet de 'ean, mais de
I'alcool du méme titre que celui qui a servi a faire la solution. i

(e) ForuuLE DE Brass (Zeit. f. wiss. Mik., II, 1885, p. 303). — Une pin-
cée de carmin, 100 grammes d’alcool a 70° et 15 gouttes d'acide chlorhy~s
drique. I1 faut faire bouillir, et si le carmin se dissout enti¢rement, il faut™
en ajouter et faire bouillir encore; il doit toujours rester un exces de car-
min. Pour compenser la perte d’alcool par évaporation, on ajoute de l'al-
cool a 96°.

Brass trouve qu’il n’est pas nécessaire de se servir d'acide chlorhydrique
pour décolorer les préparations; il suffit de les laver a 1'alcool en les sus-
pendant dans de petits sacs de tulle & la partie supérieure d’un flacon
rempli d'alcool; Ia matiére colorante extraite par I'alcool va au fond, e,
T'alcool restant clair autour des préparations, le lavage se fait beaucoup,
plus vite que quand on laisse séjourner les préparations au fond du vase.



CHAPITRE XIV

TEINTURES DE COCHENILLE.

F 125. La cochenille n’est autre chose que les corps desséchés de
femelles d’un Insecte Hémiptere, le Coccus cacti. On en trouve deux

- sorles dans le commerce: I'une, d'un pourpre gris argenté, qui est

~la plus commune; l'autre d'un pourpre rouge ou noir. L'une et
I'autre servent également en histologie.

La matiére colorante de la cochenille est soluble dans l'eau et
dans 1'alcool. Il en résulte que la préparation des teintures est chose
extrémement simple. Les solutions aqueuses ne s’emploient qu’en
' eambinaison avec 'alun, qui sert de mordant. Par leurs propriétés,
elles ressemblent en tous points au carmin & 1'alun, si ce n'’est qu'elles
produisent souvent des colorations plus richement nuancées. Mais la
propriété la plus importante de la cochenille nous parait étre sa
solubilité dans 'alcool, qui nous metentre les mains une teinture qui
est aussi précise, aussi pénétrante et aussi élective que I'’héma-
toxyline de Kleinenberg, et qui a sur celle-ci ’'avantage d’étre par-
faitement stable. Nous estimons que la cochenille de Mayer ne le
céde & I'hématoxyline de Kleinenberg qu’en ce qu’elle ne fournit pas

“Wujours une coloration suffisamment énergique ; elle lui est méme
supérieure sous le point de vue de la différenciation des divers tissus
d’une préparation. Certains éléments s’y colorent (comme du reste
cela est le cas pour toutes les solutions de cochenille) de divers tons
de rouge, d’autres en violet, en bleu ou méme en vert. Ces colora-
tions varient selon la réaction des tissus et la présence ou l’absence
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de certains sels. Les sels métalliques et alcalino-terreux solubles
dans I'alcool, qui se trouvent dans les tissus, donnent lieu & des colo-
rations bleues, de sorte qu’en leur présence la coloration qui se pro-
duit est comparable a celle que donne 'hématoxyline. Les tissus ou
ces sels font défaut se colorent en rouge, de méme que les tissusa
réaction acide. Les Crustacés a téguments épais se colorent en général X
en rouge; la plupart des autres organismes en bleu, la coloration
étant cependant différente dans les divers éléments des préparations.
Les glandes et leurs sécrétions se colorent trés communément en
vert ou gris-vert. Dans des embryons de Lumbricus, Kleinenberg
a trouvé que les vaisseaux sanguins se coloraient en rouge, leur
contenu en un bleu intense.

Un avantage des solutions de cochenille est qu'elles sont extréme-
ment faciles & préparer.

126. Cochenille aqueuse (PartscH; Arch. f. mik. Anat., XIV, 1877,
p. 180). — Faire bouillir de la cochenillg avec une solution d’alun &
3 p. 100, filtrer, et ajouter un peu d’acide salicylique pour prévenir
le développement de moisissures.

127. Cochenille aqueuse (Czoxor; Arch. f. mik. Anat., XVIII, 1880,
p. 413). — On pulvérise ensemble 7 gr. de cochenille et 7 gr. d’alun
caleiné, on ajoute 700 gr. d’eau, et I'on réduit a 400 gr. en faisant
bouillir. Aprés refroidissement, on ajoute de l'acide phénique en
quantité suffisante pour étre perceptible & I'odeur, et l'on filtre
plusieurs fois. Les solutions se conservent indéfiniment, a condition
d’étre filtrées et additionnées d'une trace d’acide phénique de temps
& autre.

Ces deux formules fournissent une teinture de la plus haute pré-
cision. La chromatine des noyaux se colore en bleu, d’autres élé-
ments prennent des teintes rouges diverses, ce qui produit 'effet
d'une coloration double. Ces solutions colorent en un temps plus ou
moins long des tissus qui ont subi n’'importe quel genre de prépara-
tion préalable. Des tissus préparés par I'alcool se colorent en trois
4 quatre minutes; ceux qui ont été préparés par l'acide chromique
demandent trois & cinq heures.

Nous pensons que ces solutions sont supérieures comme richesse
de coloration au carmin & l'alun. Nous ne saurions dire si les colo-
rations sont également stables. Il faut en tout cas éviter les milieux
acides, et monter dans la glycérine neutre ou, ce qui est mieux,
dans le baume. On peut retenir que d’une maniére générale ces
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solutions peuvent servir avec avantage au lieu du carmin 4 I’alun de
Grenacher.

127 bis. Cochenille alcoolique (PAuL Maver; Mitth. Zool. Stat.
Neapel, 11, 1881, p. 14). — On fait macérer de la cochenille en
poudre pendant plusieurs jours dans de I'alcool a 70 degrés. Il faut
prendre environ 8 & 10 cc. d’alcool pour chaque gramme de coche-
nille, remuer fréquemment, puis filtrer.

On peut employer de I'alcool & d’autres degrés, mais 1'alcool a 70°
est celui qui fournit les solutions le plus généralement utiles. Plus
I'alcool est fort, et plus I’extrait est faible en matiére colorante, et,
ce qui est encore plus important, les solutions ont moins de pouvoir
électif. Les solutions faites avec de I'alcool 4 90 degrés ou avec de
I'alcool absolu sont & peu prés inutiles, parce qu’elles ne contiennent
que fort peu de couleur et donnent des colorations diffuses. Des
solutions faites avec de I'alcool a 50 ou 60 degrés sont préférables
sous le rapport de 'énergie ¢t I'électivité de la coloration & celles
qui sont faites avec I'alcool & 70 degrés, mais il leur manque le
pouvoir pénétrant supérieur qui est ce que I'on cherche & réaliser
avant tout dans cette teinture.

Les objets a colorer doivent étre imbibés d’alcool du méme titre
que celui qui a servi & faire la solution; et il faut avoir soin d'em-
ployer toujours de I’alcool de ce titre pour le lavage des objets ou

pour diluer la solution elle-méme ; car le liquide ne tient en solution
 que des substances qui sont solubles seulement dans l'alcool au
méme titre que celui qui a servi & les extraire, et toute addition
d’'eau ou d’alcool d'un autre titre les précipite.

De petits objets et des coupes peuvent étre colorés en quelques
~ minutes dans la solution non diluée ; des objets volumineux deman-

dent des heures ou des jours. Pour ces objets, il faut prendre des

proportlons considérables de la teinture. Pour les petits objets, il est
svantageux d'employer des solutions diluées.

s Il est trés important de bien débarrasser les objels d’'acide avant
de les colorer. Si ’'on néglige cette précaution, on n'obtient que des
colorations diffuses. Les objets préparés & l'acide osmique ne se
colorent que faiblement, & moins qu'on ne les ait préalablement

| blanchis (n° 493). Les objets préparés a I'acide chromique se colorent
bien, encore mienx ceux qui ont été fixés par un liquide picrique ou

~ par l'alcuol absolu.

" Les lavages se font en renouvelant I'alcool jusqu'a ce qu'il ne retire

plus de mati¢re colorante des préparations. On peut les acliver en

-_— D
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opérant a chaud. Les acides éclaircissent la couleur et la font passer
au rouge; les alcalis la font passer a un violet foncé. La couleur est
stable dans l'essence de girofle et dans le baume. Nous n’avons
pas d’observations relatives a sa stabilité dans les milieux aqueux.

Les colorations excessives ont trés rarement lieu. On peut les
corriger par de I'alcool acidulé avec 4 p. 100 d’acide acétique ou
0,1 p. 100 d’acide chlorhydrique.

Selon nous, cette teinlure est un réactif tres important. Celui
qui étudie I'histologie des Arthropodes ne saurait pas s'en
passer, car en bien des cas elle donne de meilleurs résultats que
I'hématoxyline de Kleinenberg ou que n'importe quelle autre tein-
ture. Nous trouvons dans le travail de Gierke le jugement que la
cochenille a I'alun de Czokor est « beaucoup plus recommandable ».
Nous faisons observer que cela dépend du but que 'on se propose.
Nous pensons que si Gierke avait jamais essayé de colorer, par
exemple, une larve de Diptére en entier par la cochenille & 1'alun ou
par n'importe quelle teinture aqueuse, il n’aurait pas écrit qu'elle
était weit empfehlenswerther.



CHAPITRE XV

TEINTURES D’HEMATOXYLINE.

_128. Hématoxyline. — La maliére colorante du bois de Campéche

{Hematoxylon campechianum; Blauholz; Logwood) consiste en un
mélange de deux substances : I'hématéine, corps peu connu, et!'hé-
matoxyline (« hématine » de Chevreul). C’est ’hématoxyline qui est
le principe colorant des solutions histologiques. L’hématoxyline est
peu soluble dans I'eau, facilement soluble dans I'alcool et dans les
solutions aqueuses d’alun. L’hématéine ne I'est pas, ce qui nous four-
nit un moyen d’écarter ce corps inutile.

En traitant le bois de Campéche par 1'eau bouillante, on obtient
une masse brundtre, ’extrait de bois de Campéche. C'est en traitant
cet extrait par I'alcool et par I'éther qu'on obtient I'hématoxyline
cristallisable. Les solutions histologiques se préparent on bien avec
le bois rdpé ou 'extrait, ou bien avec les cristaux d’hématoxyline
qui se trouvent dans le commerce. Ces derniers sont bien préféra-
bles; car, dans les solutions préparées avec le bois ou l'extrait, le
tannin présent dans les solutions absorbe de 'oxygéne de lair et
passe & I'état de composés organiques plus complexes, tandis que
la mati¢re colorante elle-méne se trouve altérée par la décompo-
sition et se change en d'autres substances, de sorte que la solution
prend une couleur sale et se remplit d’'un dépét boueux. C’est pour
cela que Mitchell a imaginé le procédé trés compliqué de préparation
(jue nous donnons plus loin.

L’alun, I'acide chromique et ses sels, sont des mordants pour
'iématoxyline; ce qui ne veut pas dire, du reste, que les tissus
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traités par les liquides chromiques se colorent facilement par les
solutions hématoxyliques avant d’avoir été soigneusement débarras-
sés de tout excés de composés chromiques.

Les solutions d’hématoxyline dans'eau et dans I'alcool sont rou-
ges ou rouge-brun; I'addition d’alun ou d’alcali les fait passer au
bleu ou au violet: les acides font rougir ces derniéres, et font pas-
ser les premiéres au jaune; tandis que la combinaison de 1'héma-
toxyline avec les sels chromiques est noire ou noiratre.

Aucune de ces solutions n’est parfaitement stable; et I'un des plus
grands inconvénients de I’hématoxyline consiste en 'impossibilité
de préparer des solutions colorantes ayant toujours une action égale
sur les tissus. En général, les solutions fraichement préparées
colorent mal, et sans élection; il convient d’attendre avant de.
les employer, pour les unes quelques jours, pour d’autres, des mois.
D’autre part, les solutions gardées déposcnt et moisissent facile-
ment, et, ce qui est plus grave, deviennent facilement acides;
dans cet état elles ne fournissent plus de colorations électives. Les
bonnes solutions donnent des colorations trés énergiques, trés élec-
tives pour les noyaux; il faut cependant opérer avec précaution si
T'on veut éviler les colorations diffuses, car le cytoplasma y prend
trés facilement un degré de coloration qui n'est pas désirable. Les
colorations diffuses ou ecxcessives peuvent étre corrigées par le
lavage avec les acides dilués ; mais ce traitement n’est pas arecom-
mander, car il rend trés difficile la conservation de la couleur. 1
vaut mieux laver longuement avec de la solution d’alun, mais il est
vrai que la décoloration par ce moven est excessivement lente.

La couleur est a peu prés stable dans le bauine, & condition que
les préparations aient été bien débarrassées d’acide et parfaitement
déshydratées. Dans la glycérine, elle I’est beaucoup moins.

Quels sont les avantages de I'hématoxyline vis-a-vis des autres
colorants histologiques? 11 faut reconnaitre qu’elle a sur le carmin
I'avantage de colorer beaucoup plus facilement les tissus qui ont été
traités par les liquides chromiques ou par 'osmium; c’est une qua-
lité essenticlle. En outre, elle permet de préparer facilement des
solutions faites avec 'alcool a n’'importe quel titre; c’est 1a aussi un
avantage sérieux. De plus, ces solutions possédent une grande éner-
gie de coloration, et donnent des colorations électives par la voie
directe, ce qui a 'avantage de dispenser de 1'emploi d'acides, qui
sont souvent nuisibles dans les rechierches délicates. A part cels,
I'hématoxyline ne parait pas posséder d’avantages sur le carmin, et
il est difficile de s’expliquer la prédilection de quelques anatomistes
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pour celte substance. Sa prétendue supériorité d’électivité est cer-
tainement illusoire ; le carmin & 'alun lui est bien supérieur sous ce
rapport, et nous en dirions autant de plus d’une autre teinture au
carmin.

Les solutions histologiques d’hématoxyline sont : aqueuses, —
glycériques, — ou alcooliques. Les solutions aqueuses sont peu
commodes & préparer, et difficiles & conserver. Nous connaissons
cependant de bons praticiens qui les préferent, estimant qu'elles
fournissent les colorations les plus électives. Nous n’avons
pas pu nous en convaincre par nous-méme; nous lrouvons que
la formule de Kleinenberg donne des élections tout aussi belles
que les solutions aqueuses, & condition d'employer des piéces con-
venablement préparées, et de colorer lentement avee une solution
trés diluée. Les solutions glycériques ont'avantage de se conserver
beaucoup mieux. Les solutions alcooliques sont naturellement tout
spécialement indiquées pour les objelts volumineux ou peu péné-
trables, et pour les structures trés délicates. Nous recommandons
la formule de Delafield, celle de Kleinenberg et celle de Ehrlich.

128 bis. L’hématoxyline colore en divers tons de bleu ou méme de
rouge, selon la composition de la teinture. D’aprés Warney (Phil.
Trans., 1882, p. 1075 ; KRAUSe, Intern. Zeit. f. Anat. u. Hist., 1,
p. 134 ; nous cilons d’aprés Max Frescu, Zeit. f. wiss. Mik., 1885,
p. 353), on obtient un bleu intense si I'on fait la solution avec de
I'alun fraichement préparé; tandis qu’on obtient un ton rouge si
'on emploie de I'alun vieux dans lequel il s’est développé de 1'acide
libre, comme cela arrive presque toujours pour l'alun longtemps
conservé. On obtient cette réaction surtout avec les solutions dans
lesquelles la proportion d’alun est moindre que le tiers de I'extrait
de bois de Campéche employé. Les solutions rouges colorent le tissu
gonjonctif et le protoplasma de ses cellules, de méme que les gra-
nules des cellules & granulations (« Plasmazellen »): tandis que
les solutions bleues présentent une affinité spéciale pour les mucus,
et pour presque toutes les sortes de noyaux.

Or, LancEaNs (d'aprés Max Flesch, loc. cit.) a découvert qu'on peut
obtenir ces deux réactions électives avec une seule solution. 11 suffit
pour cela de colorer par I'hématoxyline de DELAFIELD (n° 130) et
aprgs avoir monté les préparations au baume, de les exposer pendant
un temps prolongé a la lumiére. Les préparations a la glycérine ne
fournissent pas cette réaction.



106 TEINTURES D'HEMATOXYLINE.

SOLUTIONS AQUEUSES

(y compris les solutions ne conlenant qu'tme faible quantité
de glycérine).

129. Hématoxyline & I'alun (Formule de Boumer; Arch. f. mik.
Anat., 1V, 1868, p. 345 ; — parait avoir été publiée en premier lieu
dans le Aerztliches Intelligenzbl. Baiern, 1865, n° 38). — On fait
une solution de :

Hématoxyline cristallisée 1 partie
Alcool absolu 12 parties.

Et une seconde solution de :

Alun purifié 1 partie
Eau distillée 320 parties.

On ajoute deux ou ftrois gouttes de la premiére & un verre de
montre plein de la seconde.

11 est important de remarquer que le mélange des deux solutions
d’hématoxyline et d’alun ne doit pas étre fait au moment de s'en
servir; car le mélange fraichement préparé donne de mauvaises colo-
rations, et les pieces ainsi colorées noircissent aprés coup. Il con-
vient donc de laisser reposer le mélange quelques jours avant des’en
servir; Fol le laisse au moins huit jours. Il doit pendant ce temps
acquérir un ton plus bleu que celui qu'’il avait au début.

Il est bon de conserver en réserve une provision de la solution
aleoolique d’hématoxyline. Elle devient brune, mais ne perd pas ses
qualités pendant des années. Cette observation s’applique également
a la préparation de la solution de Kleinenberg.

Pour le lavage des piéces colorées, il estbon d’employer une solu-
tion d’alun, 0,5 p. 100 dans l'eau, et de continuer les lavages, au
besoin, pendant plusieurs jours (M. V. BRunN).

La formule citée dans quelques livres sous le nom de Minor : —
Hématox. crist., 3,5; Ale. abs., 100; Alun, 1; Eau, 300 — est pra-
tiqguement identique a celle de Boeungr.

130. Hématoxylinea 'alun (Formule de DeLaFiELD (1). — A 400 cc.
d’une solution saturée d’alun d’ammoniaque dans I'eau, on ajoute

(1) Cette formule a une histoire curieuse. Employée depuis longtemps dans
I'Tostitut pathologique de Heidelberg, elle fut communiquée par Pfitzner &
Flemming, qui, en la recommandant d'une facon particuliére dans son Zellsub-



SOLUTIONS AQUEUSES. 107

4 grammes d’hématoxyline cristallisée dissoute dans 25 cc. d’aleool.
fort. On laisse le tout exposé & I'air et 4 la lumiére pendant trois ou
quatre jours, on filtre et on ajoute 100 cc. de glycérine et 100¢cc d’al-
cool méthylique (il s’agit bien d’esprit-de-bois, CH*O, el non de I'es-
prit-de-vin méthylisé dont on se sert si communément en Angleterre).
On laisse reposer jusqu'a ce que la solution ait acquis une couleur
suffisamment foncée, on filtre, et I'on conserve la solution dans un
flacon bien bouché. Au moment de s’en servir, on doit I'étendre
d'une quantité considérable d’eau.

Cette solution est un colorant des plas énergiques. Elle est d’une
électivité admirable pour les noyaux, & condition de ne laisser les
pi¢ces que trés peu de temps, une demi-heure au plus, dans la
teinture; ou bien, de colorer lentement avec des solutions extré-
mement diluées. 11 est important aussi de n’employer que des solun-
tions qui ont été gardées au moins deux 1nois. La solution se con-
serve sans altération pendant un temps trés long; nous ne serions
pas méme étonné de trouver qu’elle se conserve indéfiniment. Nous
recommandons tout particuliérement cette teinture, surtout pour les
objets qui ont été traités par les liquides chromiques ou osmiques.

131. Hématoxyline & 1’alun (Raxvier; Comptes rendus Acud. Sc., 1882,
2 Sem., t. 98, p. 1375). — Le mélange des solutions d’hématoxyline et
d'alun de Beehmer donne au bout de quelques semaines, dans le flacon
qui le contient, un précipité abondant. Ce précipité, repris par une solu-
lion d’'alun & 1 centiéme, fournit un liquide assez fortement coloré en
violet. Ranvier se sert de ce liquide pour la coloration de coupes d'épi-
derme durci dans le bichromate d'ammoniaque. Il les y laisse vingt-
quatre heures. Les noyaux se colorent en violet clair, les grains d'é1éidine
en violet foncé.

132. Hématoxyline & l’'alun (AmrnoLp; Quart. Journ. Mic. Science,
1873, p. 86). — N’est plus employce.

133, Hématoxyline & l'alun (Formule de MircueLr; Proc. Acad. Sc.
Nat. Philadelphia, 1883. Journ. Roy. Mic. Soc., N. S., 1V, 1884, p. 3i4). —
Procédé trés compliqué pour traiter le bois de Campéche, dans le but
d’en eloiguer le tannin qui nuit & la couservation des solutions. Nous ne

stanz Kern u. Zelltheilung, la fit connafitre et apprécier. Flemming lattribua
d'abord 4 Grenacher. Plus tard, ayant appris que celte attribution était erro-
née, il crut devoir I'attribuer & Prudden; et ce n'est que récemment (Zeit. f.
wiss. Mikvoskopie, 11, 1885, p. 288) que nous avons appris par Prudden que la
formule est due 4 Delafield. Nous la donnons d'aprés Prudden, loe. cit.
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comprenons pas l'utilité de ces complications, du moment quon trouve
dans le commerce de I'hématoxyline cristallisée pure.

Hicksox (Quart. Journ. Mic. Science, 1883, p. 244) recommande une mo-
dification encore plus compliquée du procédé de Mitchell.

134. Hématoxyline 4 l'alun et au sulfate de cuivre (Formule de
Ccok; Journ. of. Anat. and Physiol., XIV, 1879, p. 140).

Extrait de bois de Campéche. 6 parties
Alun. 6 —
Sulfate de cuivre. 1 —
Eau 40 —

Nous avons essayé cette formule. Elle nous a donné d'excellentes
colorations, mais nos solutions ne se sont nullement montrées stables.
Somme toute, nous ne voyons pas qu'eclle ait de raison d'étre

185. Hématoxyline au bichromate de potasse (Méthode de Her-
DENTAIN; Arch. f. mik. Anat., 24 Bd., 188%, p. 468). — On colore
pendant huit & dix heures dans une solution d’hématoxyline dans
I'eau, d'une concentration de 0,5 a1 p. 100. Puis on met les objets
pendantle méme temps dans une solution de bichromate de potasse
de la méme concentration. On enléve 'excés de bichromate parle
lavage a 1'eau, on traite par 'alcool suivant les méthodes connues,
et I'on pratique I'inclusion, §’il y a lieu, dans la paraffine ou dansle
baume.

Les noyaux se trouvent colorés en noir, les autres éléments en
diverses nuances de gris. L’avantage de la méthode consiste précisé-
ment dans la clarté avec laquelle elle fait ressortir ces autres élé-
ments, qui, par les méthodes ordinaires de teinture élective, ne se
volent pas facilement. Elle réussit avec tous les tissus, excepté le
foie et le rein.

On ne doit employer que de petits objets. Les piéces doivent avoir
été préalablement bien durcies a I'alcool.

On peut varier la méthode en employant une solution d’alun &
1 p. 100, aulieu de la solution au bicliromate. En cc cas, la colora-
tion qu'on obtient est bleue au lieu d’étre noire.

GIERKE (Zeit. f. wiss. Mik., 1, 1884, p. 346) trouve que la méthode
est tout particulierement recommandable. Il estime qu’elle ne le
céde en rien 4 aucune des méthodes connues de teinture a I’héma-
toxyline, et qu'elle est bien supéricure & celle de Beehmer. Les pré-
parations paraissent se conserver parfaitement. Le procédé se
recommande particulierement pour la coloration en masse de gros
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objets durcis & I'alcool. On peut employer des objets chromiques, a
condition qu'ils aient été bien lavés. On peut atténuer les colorations
excessives en lavant plus longtemps dans le bichromate. Gierke a
trouvé que des piéces qui étaient presque noirés dans I'hématoxyline
se décoloraient entitrement par un lavage de quarante-huit heures
dans l1a solution de bichromate.

Ce procédé repose sur le principe que I'hématoxyline absorbée
par les tissus se laisse précipiter dans leurs éléments par le
bichromate, sous forme d 'une poudre extrémement fine. Théorique-
ment il se rapproche donc plut6t des méthodes d’imprégnation que
des méthodes de teinture proprement dite.

HemeNgAIN recommande maintenant (Arch. f. mik. Anat., 1886,
p- 383) la modification suivante : — Les pieces durcies a 1'alcool
ou & l'acide picrique sont colorées pendant douze & vingt-quatre
heures dans une solution aqueuse d’hématoxyline a 1/3 p. 100
et décolorées ensuite dans une solution a 0,3 p. 100 de chromate
simple de potasse, an lieu de bichromate. L’avantage de cette
modification du procédé est que, appliquée a des piéces peu volu-
mineuses, elle donne une coloration extrémement précise de la
« chromatine. »

136. Hématoxyline de Weigert. — Cette méthode, qui est I'inverse de
la précédente, s’applique uniquement & 1'étude de 11 distribution des nerfs
4 myéline. Nous en parlerons au paragraphe n° 634. .

Mwor (Zeit. f. wiss. Mik., 1886, p. 177) colore les coupes a part, par les
modifications suivantes des procédés de Weigert, de Heidenhain et de
Behmer. Il mordance dans une solution d’alun & 2 p. 100 ou d’acide
chromique & 1 p. 100, ou de bichromate de potasse a 5 p. 100, ou d’acétate
de cuivre presque saturée. Il rince a l'eau et colore pendant peu de
temps dans I'hématoxyline de WEeiGERT (n° 631), et monte a1 baume
ou aulrement; ce qui donne une coloration « directe ». Ou bien, il colore
dans I'hématoxyline jusqu'a ce que les coupes paraissent noires, puis
il "décolore dans la solution de ferrocyanure de potassium de WEIGERT
(n° 631). Ces procédés sont applicables & des tissus qui ont été durcis
d'une fagon quelconque, et non pas seulement, comme celui de WEIGERT,
b des tissus durcis par un liquide chromique.

136 bis. Hématoxyline de Gruenhagen.— Nousen parlons au chapitre
des .. Neaes » (n° 632).

SOLUTIONS GLYCERIQUES

Nous n’avons compris sous ce titre que les solutions dans lesquelles la
glycérine existe en quantité considérable dans le mélange colorant, ca-
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ractére qui les dislingue des solutions aqueuses seulement addilionnées
de glycérine dans l'intérét de la conservation de la solution.

137. Glycérine hém atoxylique (Formule de RENAUT; Arch. de
Physiol., 1881, p. 640). — On fait une solution saturée d’alun dans
de la glycérine forte. On ajoute goutte & goutte environ un quart de
voluine de solution concentrée d’hématoxyline dans I'alcool. Sil'on
ajoute un excés d’hématoxyline, le liquide se trouble, et il faut
ajouter une nouvelle quantité de solution d’alun dans la glycérine,
jusqu'a ce que le trouble disparaisse. On filtre et on laisse la solu-
tion exposée a I'air et a la lumiere pendant quelques semaines, jus-
qu'a ce qu'on s’apercoive & ’odeur qu’elle ne contient plus d’alcool.
On filtre et la solution est préte a étre employée.

Des coupes se colorent dans cette solution en quelques minutes.
Pourles conserver, Renaut les monte dans une goutte de la solution
colorante. Aprés quelques semaines leliquide se trouve décoloré par
I'absorption de la matiére colorante par les préparations. Celles-ci
conservent bien leur couleur pendant des années. Nous croyons que
cette méthode peut rendre parfois de grands services.

138. Hématoxyline glycérique acide (Euriicu; Zeit. f. wiss. Mik.,
1886, p. 150). — Nous avons & remercier M. le professeur Elirlich
de la complaisance qu’il a mise a rédiger la communication sui-
vante en réponse a une demande que nous avions faite dans le Zeit,
f. wiss. Mik., n’ayant pas pu trouver ot le savant professeur avait
publié¢ la formule de cette teinture. Ehrlich explique qu’effective-
ment elle n’avait jamais été publiée par lui-méme, quoiqu'il Iedt
communiquée & plusieurs personnes, et que la formule correcte edt
été publiée par Ortu.

La teinture se compose de :

Lau. 100 cc.
Alcool absolu, 100 cc.
Glycérine 100 cc.
Acide acétique cristallisable. 10 cc.
Hématoxyline 2 gr.
Alun, en exces.

On laisse ce mélange exposé pendant longtemps & la lumicére, jus-
qu'a ce qu'il ait pris une teinte rouge saturée. A partir de ce mo-
ment, la solution est devenue stable ; sa puissance de coloration ne
varie pas, méme pendant des années ; et il ne s’y forme pas de pré-
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cipités, du moins si I'on a soin de conserver la solution dans un fla-
con bien bouché. Pour obtenir des colorations doubles, on peut y
ajouter des matiéres colorantes sous forme d’acides libres (par
exemple de I'éosine) ou de bases colorantes.

Pour des préparations de sang i sec, Ehrlich emploie le mélange
avec l'éosine qui colore les noyaux des leucocytes en violet, les
hématies en rouge. Des coupes de matériaux durcis soit par 1'alcool
soit par le bichromate se colorent en quelques minutes, et donnent
une coloration nucléaire sans aucune surcoloration, laquelle n’a méme
pas liew aprés une immersion prolongée. Pour cette raison, 1'héma-
toxyline acide est trés propre & la coloration de piéces en masse.

La composition de ce liquide repose sur le principe suivant : —
Les solutions ordinaires d’hématoxyline se décomposent facile-
ment en donnant un précipité bleu qui se forme par suite du dédou-
blement de 1'alun en acide sulfurique libre et en une combinaison
alumincuse basique qui est capable de former dcs laques. En addi-
tionnant la solution d'un acide approprié, on réussit & empécher
cette séparation de combinaisons basiques formant des laques, et &
obtenir une solution dont la puissance colorante reste constante.

SOLUTIONS ALCOOLIQUES.

189. Hématoxyline alcoolique de KLeiNenserc (Eléments d'E'm-
bryologie de FosTER et BALFOUR, 1877, p. 296; Quart. Journ. Mic.
Science, 1879, p. 208). — On fait une solution saturée de chlorure
de calcium dans de l'alcool 4 70° et I'on ajoute un peu d'alun (on
peat saturer d'alun si l'on veut). On filtre cette solution et on
I'étend de 6 & 8 volumes d'alcool & 70 degrés. Au moment d'employer
ce liquide, on I'additionne de quelques gouttes d’une solution con-
centréc d’hématoxyline dans I'alcool absolu, de maniére a former
ane teinture plus ou moins foncée, selon la nalure des objets a
colorer. (Nous citons lcs instructions données par Kleinenberg. Nous
avons trouvé, pour notre part, qu'il est préférable de ne pas colorer
avec une solution préparée sur lheure, mais de laisser marir la
teinture pendant vingt-quatre ou quarante-huit heures.)

La teinture d’hématoxyline récemment préparée doit étre d’un
violet virant au bleu, et ne doit pas présenter une nuance rouge.
Si, aprés avoir été gardée quelque temps, elle commence & passer
au rougedtre, c'est en général parce qu'elle est devenue légérement
acide. Pour en corriger l'acidité, il suffit de tenir pendant un
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moment au-dessus du flacon ouvert le bouchon d'un flacon d’ammo-
niaque; en agitant alors la solution pour qu’elle s'imbibe des vapeurs-
dégagées par le bouchon du flacon d’ammoniaque, on arrive a lui
rendre sa nuance primitive. g

Pour avoir de belles élections, il est bon de colorer lentement
dans des solutions trés faibles. Pour allonger une solution déja
préparée, il ne faut pas employer de l'alcool, qui donnerait facile-
ment lieu & la formation de précipités, mais bien le mélange d’alcool
et de solution de chlorure de calcium qui sert de base a la solution,
Un séjour de plusieurs jours dans une solution trés forte peut étre
nécessaire pour la coloration d'objets volumineux. On peut cor-
riger les colorations excessives par le lavage avec 1'alcool acidulé
par I'acide chlorhydrique (0,5 p. 400) ou par I'acide oxalique. On
laisse les objets dans cet alcool jusqu’d ce qu’ils aient pris une
coloration un peu rouge; on les lave alors avec l'alcool pur, qui, en
enlevant I'acide, leur rend la coloration bleue.

L’hématoxyline de Kleinenberg est un colorant trés énergique; il
colore avec une intensité suffisante les tissus qui ont été Lraités par
I’'osmium ou les liquides chromiques. D’aprés notre expérience, ce
réactif, employé convenablement, est en méme temps un colorant
nucléaire d'une haute précision. Sa grande puissance de pénétration:
est une qualité qui s'ajoute aux autres pour le rendre indispensable
a T'histologiste.

L2s colorations sont & peu prés permanentes dans le baume, &
condilion que les objets soient parfaitement débarrassés d’acide avant
d’étre mis dans la teinfure. (MAYER.)

Mayer explique que I'addition de chlorure de calcium a pour but
de créer des courants de diffusion entre I'alcool des tissus et la tein--
ture, de maniére & activer la pénétration de celle-ci.

Il fait observer (Mitth. Zool. Stal. Neapel, 11, 1881, p. 13) que,
par suite de la réaction qui se passe entrel'alun et le chlorure de cal-
clum, il se forme un précipité de sulfate de chaux; et il pense qu'il
y aurait utilité & prendre du chlorure d’aluminium au lieu d’alun.

140. Hématoxyline au chlorure d’aluminium (DirrEL ; Das Mikroskop,
1882, p. 719: Gierke; Zeit f. wiss. Mikroskopie, 1, 1883, p. 95). —
C’est vraisemblablement par suite de la recommandation de Mayer, que
nous venons de citer, que Dippel est arrivé & cetle formule. 11 fait une so-
lution saturée de chlorure d’aluminium dans de Palcool, I'étend de 6 &

8 volumes d’alcool & 70 degrés, et ajoute la quantilé voulue de solution
alcoolique d’hématoxyline.



GHAPITRE XVI

COULEURS VEGETALES (GARANCE,
' CARMIN D'INDIGO, SAFRAN, ORSEILLE, CHOU ROUGE
MYRTILLUS, RIBESINE).

r, 141. Couleurs de la garance. — De la racine de la garance (Rubia
plinctorum, Rubiacée cultivée) on retire deux matiéres colorantes
importantes pour l'industrie de la teinture : I'alizarine, et la purpu-
- rine. Ces deux substances se trouvant dans le commerce, nous ne
donnons pas de méthode pour les préparer.

L’alizarine, qui est employée en quantités énormes dans la teinture
%ustrielle, est presque sans emploi en histologie. Nous ne 'avons
trouvée citée qu’une seule fois.

Bexczur indique pour la coloration du systéme nerveux central une so-

_lution concentrée d'alizarine dans l'alcool. Les coupes doivent y rester

vingt-quatre heures (V. TuANHOFFER ; Das Mikroskop ; GIERKE : Zeit. f. wiss.
Mik., I, 1884, p. 97).

142. Ls purpurine est d’'un emploi plus étendu. Elle est, d’aprés
Ranvier, trés utile dans 1'étude du cartilage et des muscles. Cette
substance se dissout dans une solution concentrée et bouillante
d'alun dans]'eau, mais se précipite de la solution au refroidissement.
_En ajoutant une certaine quantité d'alcool, on arrive & la maintenir
en dissolution.

143. Purpurine alunée (RANVIER; Traité techuique, p. 280). —
ANAT. MICROSC. 8
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200 grammes d'eau distillée et 1 gramme d’alun sont portés a I'ébul-
lition dans une capsule de porcelaine ; on y ajoute alors de la pur-
purine broyée et délayée dans un peu d’eau. L’ébullition étant con-
tinuée, il s’en dissout une partie. On filtre & chaud, et la liqueur
colorée qui s’écoule est recue dans un flacon dans lequel on a mis
préalablement 60 cc. d’alcool & 36° Cartier. (Duvar explique que la
proportion d’alcool & employer doit étre toujours le quart du volumefé
total duliquide; « Précis de Technique histol. », p. 221.) i

On met les coupes (de cartilage frais) pendant vingt-quatre a
quarante-huit heures dans une petite quantité de la solution, puis on
les lave a 'eau et on monte dans la glycérine. La coloration est
élective pour les noyaux. ]

D'aprés Duval (L. ¢.), ce colorant serait d’une électivité trés spé-
ciale pour certains éléments d’'organes nerveux (et particuliérement
pour la moelle épiniére) durcis au bichromate d’ammoniaque. Les
cellules nerveuses et leurs prolongcments demeurent incolores, de,
méme que les cylindres de I'axe et les fibrilles du tissu conjonctif;
mais les noyaux du tissu conjonctil et des capillaires se colorent en
rouge. '

Les solutions préparées selon cette formulc ne se conservent: pas
bien au dela de quelques semaines.

144. Purpurine glycérique (GRENACUER; Arch. f. mik. Anat., XVI,
1879, p. 470). — Dans 30 cc. de glycérine, pure ou diluée avec trés
peu d’eau, on fait dissoudre 1a 3 p. 100 d’alun; on ajoute la valeux??ﬂ
d'une pointe de couteau de purpurine, et I'on fait bouillir. I1 ne faut
pas y mettre d’alcool. On laisse reposer deux ou trois jours, et l'on.
filtre.

Cette solution donne en dix a trente minutes une bonne coloralion’ji
des noyaux. Grenacher trouve qu’elle se conserve parfaitement bien.

145. L'indigo n’est employé en histologie que sous forme de Car-
min d'indigo. Cette substance, qui est le sel potassique ou sodique
del'acide sulf-indigotique ou sulfocceruléinique, est assez difficile &
préparer a I'état pur ; heureusement, on le trouve, d’une pureté suf-
fisante, dans le commerce. Pour cette raison nous ne donnons pas
les méthodes trés compliquées qui ont été recommandées pour la
préparation du carmin d'indigo pur ; le lecteur qui désirerait en pré-
parer trouvera les renseignements nécessaires dans I'Arch. f. mik.

Anat., X, 1874, p. 32, ainsi que dans le Journ. Roy. Mic. Soc., 11,
1879, p. 814. J
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Employé en solution simple dans I'eau, le carmin d'indigo donne
des eolorations uniformes, qui ne peuvent pas étre utilisées seules en
“histologie. Mais, si 'on combine ces colorations avec une teinture au
"carmin ou un autre réaclif agissant seulement sur les noyaux, on ob-
tient des colorations doubles d'une grande beauté, qui sont capables
de rendre de grands services par I'admirable netteté avec laquelle
elles différencient les divers tissus. Nous en parlerons au chapitre
des « COLORATIONS connmfws », n° 209 et 210. Il n’y a que la solution
de TmierscE qui permette d’employer le carmin d’indigo d'une ma-
_niére autonome.

. 145 bis, Carmin d’indigo & 1’acide oxalique (Tuiersen; Arch. f. mik.
Anat., 1. 1865, p. 150). — On fait une solution saturée de carmin d'indigo
dans une solution d'acide oxalique de 1 pour 22 2 30 d’eau. On peut
diluer cette solutien avecde 'alcool si I'on veut. La solution concentrée co-
lore eu quelques secondes avec une grande inteusité. Les noyaux et le
cytoplasma y prennent une coloration plus foncée que les autres éléments.
On peut corriger les surcoloratious par le lavage dans une solution alcoo-
l‘i.que d’acide oxalique.

146. Le safran a été recommandé par Buanc (Zool. Anzeiger, 1883,
p- 28) pour les Infusoires et les Nématodes. Il faut faire macérer 5 gr. de
safran dans 45 cc. d’alcool absolu, laisser reposer pendant quelques jours,
flitrer, et étendre d'un demi-volume d’eau. Apreés coloration, on lave les
Wratlous dans lalcool a 80 degrés ]usqu" ce que la couleur soit
sulfisamment enlevée du protoplasma, puis on passe a I'alcool absolu et
b. l'essence de girofle. Par ce moyen, on localise la couleur dans les
noyaux, ou l'on en laisse dans le protoplasma, a volonté. La méthode
nous parait de nature i rendre des services, mais nous ne sommes pas &
_méme de la recommander avant qu'elle ait été étudiée plus & fond. Nous
en parlons encore au chapitre des « PRoT0ZOAIRES » (n°® 774).

| 147. L'orseille est nne matitre colorante extraite d'un Lichen, le
Roccellu tinctoria. Elle a été jusqu'ici peu employée en histologie; il est
possible qu’elle nérite d'étre étudiée davantage, car, en vertu de sa pro-
priété de ne colorer que le protoplasma et les substances intercellulaires,
il semblerait qu'elle dat étre trés propre & fournir des colorations
doubles en combinaison avec les teintures qui n'intéressent que les
noyaux.

Weow (Arch. f. path. Anat., LXXIV, p. 148) prend de l'extrait d’orseille
hnqalse le chauffe doucement au bain-marie pour chasser I'exces d’am-
" moniaque qui existe habituellement dans I'orseille du commerce, et I'a-
Joute & un mélange de 20 cc. d'alcool absolu, 5 cc. d’acide acétique d’une
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densité de 1.070, et 40 cc. d’eau, de maniére & obtenir une solution saty-
rée d’un rouge foncé. 11 faut filtrer une ou deux fois.

On doit laver les coupes dans I'eau avant de les colorer. Pour les con.
server, Wedl les monte dans de la l1évulose. Les noyaux demeurent ingo-
lores, le protoplasma se colore, les cellules du tissu conjonctif se colorenf%
d'une fagon trés intense, la substance intermédiaire moins. Les cellules
ganglionnaires et leurs prolongements se colorent, de méme que la sub-
stance fondamentale du tissu des os et des depis. .

For (Lehrb., p. 192) recommande de colorer pendant une heure dans
la solution de Wedl, puis de rincer & l'alcool et de passer & la teinture
complémentaire.

148. Le tournesol a été préconisé par Lawson Tair (Journ. of Anat,
and Physiol., IX, p. 250) comme colorant histologique. Mais cette teinturs |
nous parait tout a fait superflue.

149. La matiére colorante du chou rouge a également éié recomman-?
dée par Lawsox Tait. Elle donue des résultats essentiellement identiques
4 ceux qu’on obtient avec le tournesol. Les préparations ne se laissent pas
conserver. On trouvera dans Zeit. f. wiss. Mikroskopie, I, 1884, p. 255, des
instructious détaillées pour la préparation du principe colorant du chas
rouge chimiquement pur. Pour notre part, nous nous en remettons entié-
rement 4 notre cuisiniére.

150. Myrtillus (Lavbowsky; Arch. f. mik. Anat., XXIII, 1884 p. 506).'
— Extrait de baies de Myrtilles. Succédané de I'hématoxyline. ‘

GIEREE, qui a expérimenté cette teinture, trouve qu’elle est inutile, parce’
qu'elle ne difere en rien de 'hématoxyline; il déclare qu’il n’emploiera
plus désormais le « Myrtillus » que sous forme de compote de myrtilles, ty

151. Ribésine (Fov; Lekrb.,p. 18%). — Extrait de gousses de cassis. Suc-
cédané de I'hématoxyline.



CHAPITRE XVII

DES COULEURS DE LA HOUILLE,

162. Nous renvoyons aux trailés de Chimie et de Teinturerie pour tout
‘ce qui regarde la chimie si compliquée de ces nombreux corps colorants.
Le lecteur trouvera dureste un exposé succinct mais admirablement fait
de ce sujet difficile dans Gierke, Farberei zu mik. Zwecken (Zeit. f. wiss.
ikroskopie, 11, 1885, pp. 21 & 36, et 164 & 183). Nous nous bornons &
‘donner ici une classification abrégée de ces corps, qui pourra servir &
guider I'étudiant dans ses lectures, et un tableau des solubilités et réac-
|ti0ns des principales couleurs de la houille employées en histologie, qui
pourra avoir une utililé pratique. Nous avons combiné ces tableaux d’a-
prés le travail précité de Gierke, et d’apreés les tableaux donnés par
Gruessacn (Arch. f. mik. Anat., XXII, p. 434), et par Harwms (Quart, Journ.
Mic. Beience, XC, 1883, p. 301).

188. CrassiFicatioN pES Couleurs de la Houille.

Les couleurs de la houille se divisent en trois groupes principaux,
comprenantl : 1° les dérivés de '’Aniline; 2°les dérivés de la Naphtha-
line, el 3° les dérivés de I'Anthracéne.

Le groupe des Anilines (y compris la Safranine, qui dérive non de
PAniline, mais de son homologue la Toluidine) peut étre subdivisé
dela maniére suivante :

1. Produits de I'oxydation de I'Aniline : — Noir d’aniline, Induline,
mgrosme, Bleu de méthyléne.
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2. Produits de 'oxydation de la Toluidine: — Safranine.

3. Produits de I'oxydation de mélanges d’Aniline et de Toluidine;
— ce sonlles composés de la Rosaniline : — Fuchsine, et autres.

4. Produits de la subslitution des atomes d’hydrogéne de la Rosa-
niline par les radicaux méthyle ou éthyle : — ce sont les importanjl
violets et verts, — Dahlia, Violet de méthyle, Vert de méthyle, Vert
d'iode.

5. Produits de la substitution des atomes d’hydrogeéne de la Ro-
saniline par le groupe moléculaire phényle: — Bleu d'Aniline, et
quelques verts qui ne sont pas employés en histologie,

6. Dérivés azotés de I'Aniline: — Jaunes, Brun Bismarck.

7. Dérivés azolés du Phénol : — Acide picrique, Grenal soluble,
Coralline.

8. Dérivés azotés de la Résorcine : — Tropaoline O, Chryséo-
line.

9. Les Phthaléines, obtenues par I'action de I'anhydride phthali-
que sur le Phénol : — Kosine. :

10. Produits de I'oxydation du Phénol: — Aurine.
11. Dérivés de la base Quinoline (ou Leucol) : — Quinoléine.

Le groupe des dérivés de la Naphthaline comprend:

1. L'Amidoazonaphthaline : — Rose de naphthaline (ou Rouge:
de Magdala).

2. Les dérivés azolés des deux Naphthols (« et § Naphthol) : —les
Bordeaux, les Tropxolines, Ponceau, et autres rouges; avec d’autres
dérivés qui ne trouvent pas d’emploi en histologie.

Le groupe des dérivés de I'Anthracéne comprend les Alizarineset
les Purpurines artificielles; nous avons traité de ces corps & propos
de la Garance, au chapitre XVI, auquel nous renvoyons.
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TABLEAU
Des couleu_rg de la houille employées en histologie,
avec leurs solubilités et réactions avee les acides et les alealis.
=
E REACTIONS
BUBSTANCE. & |——=—————| OBSERVATIONS
= AVEC LES | AVEC LES
2 ACIDES. ALC/ LIS,
GHOUPE DES ANILINES

’ i
Noir d'aniline (Noir{ Insol.a Employé¢ par Luys
de Colin, « Blue-|l'eau,sol. et d'autres pour cou-
black », Nigraniline). |dans le pes de cerveau darci

hénol et a Yacide chromique.
‘aniline.

§ Induline Nigrosine, | Eau et Colorant plasmati-
angaline, Indigo ar- | Alcool, que, ne colorant ja-
ificiel, Bleu noir, | selon I'é- mais les noyaux (CAL-

ackley-blae). tiquette. BERLA}.

Bleu de méthy-| Eau ct| Nechan-| Nechan-| Important pour la

léne. Alcool. | ge guére. |ge guére. |coloration de Bacté-
ries (Kocu). Voyez
2 aussi n° 637.
Safranine. Eau et| Supporte]| Se déco-| Trés important en
Alcool. [lac. acéti-|lore. histologie. Trés stable
que, se dé- (FLemmiING).
colorec par
I'HCL.
3
Fuchsinc (Rouge| Selon| Jaunis-| Se déco- . On appelle « Fuch-
id'aniline, Rubine, Ro- | I étiquet- | sent. lorent. sine » toute nne série
eme, l\fagenta, Sol- | te. de sels de Rosaniline.
¥érino, Coralline). Leurs réactions va-
rient nn peu.
L/« Sativrefochsin »,| Eau. Se déco-| Voyez nos 637, 656
bein 8. Fuchsine lore. ct 657. Sert aussi
gide, dans laquelle pour colorer les gra-
principe colorant nules qui, selon Avt-

@t un acide, au lieu MANN, sont un él¢ment
@itre une base com- constitutif normal du
j¢ dans la Fuchsine cytoplasma. Voyez

i On peut ALTMANN, « Studien
rocurer chez le iiber die Zelle », 1880.
Gpﬂlbler, 11, Du-
trasse, Leipzig.
W'est fabriquée que
¥ i Badische Anilin
nd8oda Fabrik.

k. ¢ ‘

Dahlia (Primula.{ Eau et Sngporte Utile Spécifique pour

— « Violets de Hof-|Alcool. |l'acide acé- cellules plasmatiques
mann »), tique. (Mastaellen)-Earuica).
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E REACTIONS
=
SUBSTANCE. = T —— OBSERVATIONS.
= AVEC LES AVEC LES
G ACIDES. ALCALIS,
GROUPE DES ANILINES.

Violet de méthyle| Eau et{ Devient] Dcvient| Réactif pour matit-

(Violet de méthyla- | Alcool. |vert avec|brun-vio-|re amyloide, et pour
niline,Violet de Paris). HCL. let. Bactéries.

Violet B. Eau. Blcu. Blcu-vio-| Colorant spéciﬁqpef

let. des vaisseaux du tis-
su co.jonctif et adi-
neux (Maver, S).

Violet de Gen-| Fau et| Supporte L'un des plus im
tiane.. Alcool. | l'acide acé- portants des colo

(Chimiquement le tique. rants des noyaux. Sta- |
méme corps que Vio- ble (Fremwivo). Im-|
let B, plus un corps portant pour Bactéries
inactif). GERT. EERLICH). ;g,

Yert d'iode. Eau et ’Sl} porte Bon colorant histo- |

Alcool. T'acidc acé- logique, résistant &
tique. I'alcool.

Vert de méthyle |  Fau et| Supporte| Ne sup-| Réactifleplus élec-]
(ou Vert Lumiére). | Alcool. I'acide acé- | porte as | tif pour lesnoyaux. {

tique. les alcalis. | Sert pour les tissus |
5 frais. i
Bleu d’aniline. Alcool. |« Précipi-| Précipi-| Colorant diffus, uti- 3
te. te. {e pourcombineravee f!
¢ carmin.

Bleu de L ‘Bl Colorant n'affectant };
de Nuit, G);%I:]sticeﬁl aleogl: pas les noyaux; sert |
blau). comme le dernier.

]

Bleu de toluidine | Eau et Nous croyons que |
(Blen de Parme |Alcool. comme colorant il
Lichtblau). agit comme les deux

derniers.
6 [

Brur. Bismarck Eau et| Supporte Passe au Colorant assez élec- |-
gVéSUVme, Manch,es_- Alcool. l’aciHeacé- bleu ar | tif pour les noyaux;
erbrown, La Phéni- tique. les alcalis. | assez stable. Trés uti- }-
lc):':llxlnl‘;e’ Phenylen- le, smitout pour les

: tissus frais.

Ilightgelb . Salire-| Eau. Passe au | Restejau-| Bon colorant histo- |
geld. rouge. ne. logique. i
org,ﬁile‘ge UL, Gold- | Eau. Excellent, surtout.

o .
]pqur tissus glandu-
7 ajres. :

Acide picrique. AlEuu et| Nechan-| Nechan-| La plus wlile det]

cool. g pas. ge pas.

ces intercellulaires.

teintures des subatan-"i
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2]
& REACTIONS

SURSTANGE: & —————~| OBSERVATIONS.

= AVEC LES | AVEC LES
(2 ACIDES, ALCALIS.

ianovn PES ANILINES,

8

" Tropeoline O, Eau _ Différencie bien les
_s‘chryséohne) bouillan- tissus. Résiste a I'al-
: te. cool.

9

i Eosine sol. & Peau| Eau et{ Ne sup-

: Ce sont d'énergi-
gl’nmerose soluble). | Ale. dil. osrtg.cl gs q“{}s colorants diffas.

; Eosine sol. & I'al-| Alcool. Devient hilgs b combings

| (Eosine alcoo- fluores-)2Vee I'hématoxyline.

ue). cente.

10
aAml'lm:jntnzalénn% Tontes inutiles.
Borallin ne, Coral
line rouge, Pxonine.

“ 11
.Quinoléme (Cyani- |  Alcool.| g :

4 e déco-| Ne chan Colorant spécifique
1 ne Ghinohnblau) lOlée par | ge pas. des graisses. Colorant
I P —— S I'HCI des Infusoires inlra
DE NAPHTHALINE. vilam. Voyez no 181.
i

Rose de naph- Eau _Passc au| L'un des meilleurs
bfe dde chande violet. des  colorants  des

agda- | et Alcool. noyaux (FLEMMING).

T;‘gp:e?)line 000n°t|  Eau. Colorant tris électif

8o 1) pour noyaux, pour
tissus frais ou durcis.

Résiste a I'alcool.
' 'l'ropaaohneOOOn' Eau. Passe an| Passe an| Coloration comme
@nnge rouge par)brun-rou-|la précédente, mais
I'HCI. ge. ne résistant pas a l'al-
cool. Parait devoir
étre utile pour le
rocédé Hermann-

cettcher.

« Biebricher Schar-| Eau. Précipi-| Précipi Diffus. Résiste &

h. » te. te. Talcool.

Rocelline (« Echt-| Eau. Passe au| Pakse an| Bon colorant élec-
roth, » Rubldine, Or-{ Alcool. | jaune. violet. tif pour procédé Her-
ssliline n* 3, Rauva: mann-Beeticher, sur-
rienne). tout pour tissu osseux.
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B REACTIONS
= i
SUBSTANCE = ~—T———""—| OBSERVATIONS, ]
3 AVEC LES AVEC LES A
> ACIDES. ALCALIS. ¥
i
GROUPE DES COULEURS
ALINE.
B, ROl E Trés utile, ponr ob-
Crocéine. au. jets alcooliques on )
chromiques, surtout
tissus glandulaires et
conjonctifs. g
Xylidinponceau| Eau. 'egeggxl'gl;i%tse]sesoig ‘
A J ' {
L résiste pas a l'alébay,
e - Plus électif que le
Poicean R, B précédent; résiste 4|
I'alcool ; ne colore pas |
les objets chromi-
ques. I
Bordeaux R. Eau. Ne chan-| Précipi-| Colorant électif 51“
ge pas. te. noyaux, surtout utile
our tissus glandn-
aires et conjonclifs.
Colore les objetschro-
miques; résiste a l'al-
cool.
Bordeaux G. Eau Mémes réactions
chaude. que le précédent.

155. Caractéres généraux des teintures par les couleurs d’aniline().
— La majorité de ces couleurs se distinguent des colorants ordinaires.
de la technique histologique par la rapidité instantanée avec laquelle
clles teignent les tissus, puis par le fait que les colorations qu’elles
fournissent sont d’un brillant extraordinaire, et qu’elles prennent
sur des tissus traités par les liquides chromiques qui seraient tout &
fait rebelles a la coloration par le carmin. Ces colorations sont en
général peu stables; la plupart ne résistent qu'incomplétement au
lavage par I'alcool. Ces couleurs ne montrent que dans un ou deux
cas une électivité pourles noyaux assez prononcée pourqu’il y ait avan-
tage a chercher & leur faire donner des colorations nucléaires par la
voie directe; en d’autres termes, la plupart des anilines sont des colo-
rants diffus. Ces mémes couleurs cependant on{ 1a particularité de
donner souvent de magnifiques colorations, parfaitement localisées

(1) Nous emplo

yons ici le mot Aniline dans le sens généralement accepté,
d’apres lequel il

comprend tous les corps colorants dérivés de la houille.
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-dans les noyaux, par la voie indirecte de surcoloration suivie de
décoloration; la décoloration se faisant par I'alcool et étant inter-
rompue & un moment donné par le simple transport des objets dans
le baume de Canada. Cette particularité rend les anilines extréme-
ment précieuses pour deux genres de recherches, la recherche des
microbes pathogéniques dans les tissus, et 1'6tude de la structure
intime des cellules. Nous exposons en détail la méthode a suivre en
“histologie dans le chapitre consacré aux « METHODES CYTOLOGIQUES ».
us ne parlons pas plus au long ici de cette mélhode de coloration
par décoloration interrompue, ou méthode de Hermann-Beettcher et
_de Flemming, parce qu'elle est & peu prés uniquement une méthode
logique. D'une part, elle ne se laisse pas commodément appli-
er aux objets ordinaires d’anatomie microscopique, et, d’autre
art, I'anatomiste n’a besoin que rarement de profiter des avantages
trés spéciaux qu’elle offre. Flemming, qui, parmi tousles histologistes,
a}consacré a cette méthode I'étude la plus minutieuse, dit a ce
‘propos : « Toutes les fois qu'on désire conserver sous leur aspect
frilable les structures nucléaires et les figures de la division
aficléaire, de la maniére éminemment précise dont les conservent les
lijuides chromiques, et que de plus on désire avoir les structures,
_ainsi conservées, colorées d’une facon & la fois trés énergique et trés
-ﬂécise, cette méthode mérite d’étre préférée a toute autre. Mais
‘toutes les fois qu'on ne demande qu'une coloration générale ment
dlective pour les noyaux, sans exiger la fidélité niinutieuse de fixation
qui est obligatoire dans les études sur la structure des cellules, les
méthodes ordinaires, par exemple, le traitement par I'alcool et %
carmin aluné, sont a préférer. » Nous abondons dans ce sens.

1l ne nous reste donc a traiter dans ce chapitre que de quelques
anilines qui fournissent par la voie directe de$ colorations qui peuvent
étre utiles. L'une de ces couleurs est d’une importance toute spéciale,
ce qui fait que nous ne craignons pas de nous répéter en la signalant
& Fattention du lecteur a plusieurs reprises; c'est le v-rt de méthyle.
C'est un colorant instantané, et le réactif le plus précis de la « chro-
maline » qui soit connu. Les solutions de cette substance devraient
certainement se trouver sur toutes les tables de laboratoire. Aprés le
vert de mélhyle, nous avons & signaler le brun Bismarck; c’est un
bon colorant des noyaux par la voie directe, et trés stable. 11y en a
d’aulres qui peuvent fournir des colorations plus ou moins électives
pour les noyaux par la voie directe, mais les deux couleurs que nous
venons de nommer sont sans contredit les plus importantes. La plu-
part des autres donnent des colorations plus ou moins diffuses,
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quelques-unes réservent entiérement les noyaux; celles-ci sont
importantes comme étant éminemment propres a donner des colora-
tions doubles en combinaison avec le carmin,’hématoxyline, ou
quelque autre teinture se localisant uniquement dans les noyaux.

Les couleurs qui peuvent étre utiles pour les colorations directes sont :

ROUGE. JAUNE, VERT.
Safranine. Tropaeoline (000 n° 1., | Vert de méthyle.
Rose Bengale. Echtgelb. Vert d'iode.
Bordeaux R. Orange HI.

Ponceau RR. Acide picrique.
Eosine.

Biebricher-Scharlach.

Fuchsine.

BLEU. VIOLET. BRUN ET NOIR.
Blen de méthylene. Violet de meéthyle. Brun Bismarck.
Bleu d’aniline. Yiolet BBBBB. Nigrosine.

Bleu de Lyon. Dallia. Aniline Blue-Black.
BLEU DE LUMIERE.

INDULINE.

QuiNoLfiNz.

(Les couleurs en caractéres gras sont des colorants électifs pour les
noyaux, celles en PETITES MAJUscULES sont des colorants réservant les noyaux,
celles en minuscules ordinaires sont des colorants plus ou moins diffus.
Pour obtemrle‘lectlon des noyaux, il est, en général, avantageux d’em-
ployer des solutions acidulées avec I'acide acétique (1 p. 100).

La stabilité de ces couleurs laisse en général beaucoup a désirer,
surtout pour ce qui est des colorations de noy
on ne peut guere compter
parmi les colorants des
beaucoup plus stables; I’
sont parfaitement.

aux. Sous ce rapport,
que sur la safranine et le brun Bismarck, :
noyaux. Les colorants diffus se montrent
acide picrique, par exemple, et I'éosine le



CHAPITRE XVIII

. VERTS DE METHYLE ET D'IODE, BRUN BISMARCE, NIGROSINE, SAFRANINE,

BLEU DE METHYLENE, DAHLIA, BLEU D ANILINE, BLEU DE PARME,

3§;pmcno-mmmz, VIOLET D’ANILINE, EOSINE, ROSE BENGALE, INDULINE,

- ' QUINOLEINE, REACTIFS DE LA MATIERE AMYLOIDE, ET AUTRES
COULEURS D’ANILINE.

156. Vert de méthyle. — Celte couleur parait étre aussi connue
sous les synonymes de Vert de méthylaniline, Vert Lumiere, « Licht-
grin », « Griinpulver ». En 1874, lorsqu’elle fut étudiée pour la pre-
mitre fois, par GALBERLA (Morphol. Jahrb., 111, 1877, p. 625),
elle portait le nom de « Vert en cristaux ». C'est une rosaniline
méthylée, obtenue en traitant le violet de méthyle par le nitrate de
méthyle en présence d'un alcali. C'est aujourd’hui le plus répandu
des verts dits d’aniline, et on le trouve communément dans le com-
merce passant sous le nom d’autres verts plus codteux, surtout sous
celui de vert d’iode. 11 importe de ne pas le confondre avec ce der-

_ nier, ni avec le vert d’aldéhyde (vert d’'Eusébe), ou les rosanilines

“.phénylées, le vert de Paris et le vert d’alcali ou véridine.

* -+ GALBERLA, qui fut le premier & recommander ce colorant, en 1877,
avait été surtout frappé de son action différente sur les tissus de
diverse nature; il avait trouvé que, dans une solution d’éosine et de
vert de: méthyle, les noyaux du tissu conjonctif sous-cutané et
ceux des vaisseaux et des gaines des nerfs se coloraient en rose,
tandis que ceux du chorion se coloraient en rouge, et ceux de 1'épi-
derme en diverses nuances de vert-bleu et de bleu pur.

Ea 1877 et 1880, le vert de méthyle fut de nouveau préconisé en



126 VERT DE METHYLE,

vue d'une autre qualité, celle d’étre un réactif pour la matiére amy-
loide. C’est apparemment Hescur ( Wiener Med. Wochenschr., 2, 1819)
qui a été ie premier & appeler 'attention sur cette propriété. En 1880,
CurscEMANN reprit ses observations et les confirma en démontrant
que tandis que ce réactif colore en vert ou vert-bleu les tissus
normauy, il colore la matiére amyloide en un violet intense. (Vir-
chow's Arch., t. 79, 1880, p. 356).

En 1882, Griessacu (Zool. Anzeiger, 117, p. 410) le recommanda
comme colorant histologique général, tout en trouvant que le vert
d'iode lui était supérieur. Il ne parait pas s'étre douté de la propriété
distinctive du vert de méthyle, son incomparable électivité pour la
« chromatine ».

Cependant il avait déja été employvé par BaLsiant et HENNEGUY
(Lec. sur la gén. d. Vertébrés, 1879), puis par FroMMaNN, en 1880, pour
des recherclies sur des structures cellulaires; et a partir de la recom-
mandation de STRASBURGER en 1882 (Arch. f. mik. Anat., XXI, p. 476)
on peut le considérer comme établi dans la teclimique en sa vraie
qualité de réactif par excellence de la chromatine dans les tissus
frais.

STRASBURGER faisait agir sur des tissus frais une solution d’acide
acétique & 1 p. 100 contenant en dissolution un peu de vert de
méthyle. Ce procédé se fonde sur ce que le vert de méthyle, qui est
par lui-méme un agent fixateur suffisant & fixer et & conserver les
éléments dans leur forme, du moins pendant quelques heures, I'est
a un plus haut degré quand il est combiné avec l'acide acétique. 11
a l'avantage de pouvoir étre employé sur les tissus frais en combi-
naison avec d'autres liquides fixateurs ou ¢ indifférents ». Ainsi
Carnoy (Biologie cellulaire, pp. 127, 144, 211), I'’emploie tantot,
comme Strasburger, avec l'acide acétique seul, tantdot avec une
trace d'acide osmique, tantot ajouté a la solution de Ripart et Petit.
On peut aussi 'employer selon la maniére usuelle pour colorer des
objets soit fixés sur I'heure et lavés a V'eau, soit fixés et conservés
selon les méthodes connues.

1l est bon d’employer, pour les tissus frais, une solution un peu
forte additionnée de 1 p. 100 d'acide acétique glacial et 0,1 &
f p. 100 d’acide osmique. La coloration est instantanée, et, aprés
lavage, d’une électivité incomparable.

.L‘a conservation des objets traités de cette maniére offre quelques
dlfflcultés, car on ne peut rendre la coloration un peu permanente
qu’a ijo.rce de précautions spéciales. Le micux est de les monter dans
un milieu aqueux (glycérine, glycérine gélatinée, liqueur de Ripart
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et Petit), en ayant soin d'éviter les solutions salines, d'employer tou-
jours un milieu légérement acide, et d'ajouter sur le bord de la pré-
tion, avant de la fermer, une petite goutte de la solution de vert
de-méthyle. On peut aussi réussir a conserver ces préparations dans
le baume, en employant pour la déshydratation des alcools acidulés
par Vacide acétique et chargés d’'une quantilé suffisante de vert de
. méthyle.

On peut aussi employer pour les colorations des solations alcoo-
liques de vert de méthyle. Ces sotutions doivent étre acidulées par
I'acide acétique.

- e manque de sreté dans la conservation des colorations met d

+ Jimites & 'emploi du vert de méthyle; mais, nous le répétons, ce
réactif est d’'une importance trés grande comme étant le plus précis
et le plus infaillible de tous les colorants des noyaux; pour les pré-
parations temporaires il est certainement sans rival. Voyez n° 556.

157. Vert d'iode (Hofmann's Griin). — Cette substance a été intro-
duite dans la technique histologique par Griessaca (Zool Anzeiger,
Y, 1882, p. 406).

Griesbach recommande une solution de 4 decngramme de vert
d jode en cristaux pour 35 grammes d’eau distillée. On peut varier
ces proportions & volonté; cependant Griesbach pense qu’on n'obtient
de bons résultats qu'avec des solutions d’'une couleur foncée.

Les objets doivent étre imbibés d’eau avant d'étre mis dans la tein-
tige. La coloration est, en général, A peu prés instantanée. On lave
& I'eau et on monte dans la glycérine; ou bien on passe par des

. alcools de plus en plus concentrés et I'on monte au baume. On peut
- prolonger le traitement par 1'alcool pendant des jours, sans que la
couleur se détruise. La couleur se conserve dans le baume.

On peut aussi employer des solutions alcooliques pour la colora-
tion. La coloration est élective pourles noyaux, et posséde & un haut
degré la propriété de différencier les diverses sortes de tissus. En
§énéral, les tissus conjonctifs et osseux ne se colorent pas, les cel-
ules glandulaires se colorent d’une facon trés intense, les muscles
se colorent rapidement, mais d’'une maniére diffuse; les éléments du
sang, les spermatozoides et les Bactéries se colorent. On obtient de
bosnes préparations de cellules ganglionnaires et de cylindres de
l'axe. Les coupes de moelle épiniére se colorent d'une facon trés
Imtructive, et les coupes de rcin donnent des différenciations trés
mliles. Les tissus traités par I'acide chromique se colorent bien.
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Griesbach pense que le vert d’iode est plus utile que toutes les
autres anilines Nous ne voyons pas qu'il ait sur le vert de méthyle
d’autre supériorité que celle de fournir des colorations plus facilesa
conserver, tandis qu’il lui manque I'incomparable électivité pour les
noyaux qui fait de ce dernier un réactif si précieux. .

Le vert d'iode ne se fabrique plus pour l'industrie de la teinture,
Selon Griesbach, on peut cependant s’en procurer chez G. A. F. Kunt-
BAUN’s Ciuemiscne Fawrik, Berlin, S. O.

On trouve assez souvent dans le commerce du prétendu vert d’iode
qui n’est autre chose que du vert de <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>