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AVANT-PROPOS
(i'est SOUS l'inspiration de M. le professeur Ziegler que j'ai écrit ce livre de technique microscopique. Il a pour but de remplacer, en l'exposant d'une façon plus détaillée, la Technique d' Anatomie 'pathologique qui figurait dans les trois premières éditions de l'ouvrage d'anatomie pathologique d'Ernest Ziegler, et qui n'avait pas été revue pour les quatrième et cinquième éditions. C'est pourquoi plusieurs parties ont été éliminées dans notre travail. En raison du but pratique de celui-ci, nous n'avons rappelé les noms des auteurs qu'à propos de certaines méthodes spéciales.
Von Kahlden.
Fribourg, octobre 1881».
La technique microscopique s'est considérablement développée dans ces dernières années, et il est devenu impossible au praticien de suivre en détail ses perfectionnements, C'est ce qui fait l'utilité d'un traité élémentaire. Le livre de M. le professeur von Kalden est X arrivé rapidement à sa troisième édition. C'est un résumé succinct, systématique et précis des méthodes de technique microscopique, appliqué à l'anatomie pathologique et à la bactériologie.
Nous avons cru, pour ce motif, qu'il méritait d'être traduit en
français, d'autant plus qu'il n'existe pas, pour ainsi dire, dans notre ^ langue de travail d'ensemble sur le sujet. ^ Mais comme la pratique nous avait montré l'utilité de nombreux
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détails qui ne figuraieni pas dans l'édition allemande, et comme celle-ci a paru, il y a plus de deux ans, nous avons tenu à la compléter par la description des procédés nouveaux, dont nous avons fait l'objet de très nombreuses annotations. Parmi les auteurs auxquels nous les avons empruntées, nous citerons : Lee et Henncguy, Mercier, Friedlaender et Eberth, Boehm et Oppel, Thoinot et Masselin, LetuUe, Ranvier, Stoehr, Wurtz. Il est encore un certain nombre de détails que nous avons puisés dans la littérature médicale et dont nous n'indiquons pas la source, soit à cause de leur importance secondaire, soit parce qu'ils sont déjà tombés dans le domaine pratique, et que nous avons voulu conserver le plus possible à l'édition française le caractère de manuel à l'usage de l'étudiant et du médecin praticien.
Suivant leur importance, ces additions ont été intercalées entre crochets ou imprimées en pelit texte. Plusieurs figurent aussi comme notes en bas de page.
Nous ferons remcirquer enfin que nous avons tenu compte de ce que, pour la pratique courante, on n'emploie guère que quelques procédés répondant h presque tous les désidérata. Aussi avons-nous eu soin d'indiquer ceux qui devaient avoir la préférence dans la grande majorité des cas; nous avons fait ainsi, par exemple, à propos du système nerveux dont les méthodes de traitement préconisées par les auteurs sont si nombreuses.
Je termine en remerciant M. le professeur von Kahlden, qui a bien voulu voir en moi un collaborateur pour cette édition.
D*" Laurent.
Bruxelles, 30 novembre 1895.
CHAPITRE PREMIER
MICROSCOPES ET OBJETS NÉCESSAIRES A l'eXAMEN MICROSCOPIQUE
Il peut y avoir quelque utilité à rappeler les principales notions de physique relatives au microscopt dit compost', c'est-à-dire constitué par un objectif et un oculaire, représentés par deux lentilles convexes.
Soit l'objet a b placé au delà du foyer principal de la lentille-objectif; les rayons lumineux qui en émanent se réunissent par l'action de cette lentille en a b\ où ils constituent une image réelle, agrandie et renversée. La distance entre l'oculaire et l'objectif se calcule de façon que l'image a' b' se forme entre la lentille-oculaire et son foyer principal; les rayons émis par cette image sont réfractés par l'oculaire et forment en a" b" une image virtuelle, amplifiée encore et renversée par rapport à l'objet. Mais, comme cette image doit être perçue d'une façon très nette, il faut en fixer la distance suivant l'état des yeux de l'observateur, au moyen de l'oculaire.
On comprend que ce second agrandissement n'ajoute aucun détail à l'image, et qu'il la rende même moins nette, si l'on se sert d'un oculaire puissant, la netteté étant en raison inverse du grossissement et l'image perdant en clarté ce qu'elle acquiert en dimension. Aussi obtient-on les grossissements puissants par un objectif combiné avec un oculaire moyen, car on peut toujours éclairer fortement l'objet, mais non pas l'image.
Pour que les images soient très nettes, on emploie des lentilles qui ne présentent pas les deux défauts ordinaires : l'aberration de sphéricité et l'aberration chromatique.
L'aberration de sphéricité est un défaut grave que le constructeur s'applique à faire disparaître par la combinaison de plusieurs lentilles de courbure convenable en un système d'objectifs remplaçant une seule lentille fort puissante. Voici en quoi consiste ce défaut. On considère toute lentille comme étant
Microscope composé.
formée par un système de prismes ou de fragments de prismes tangents à sa surface, dont l'angle devient de plus en plus grand à mesure qu'on se rapproche des bords de la lentille ; c'est pourquoi la déviation des rayons augmente du centre à la périphérie, et les rayons émis par un objet ne se réunissent pas exactement en un point unique. L'aberration augmente avec le degré de courbure de la lentille et, partant, de grossissement.
L'aberration chromatique est déterminée par ce fait que la lumière blanche, traversant un prisme ou une lentille, se décompose en ses éle'ments colorés et que ceux-ci sont inégalement réfrangibles ; c'est pourquoi les rayons ne concourent pas tous en un même foyer; la distance sur l'axe entre le foyer des rayons rouges, les moins réfringents, et celui des rayons violets, les plus réfringents, est appelée Vaberration chromatique. On remédie à ce défaut par
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remploi de verres différents. Le verre ordinairement employé' pour les lentilles est du crown-glass (silicate de potasse et de chaux). Mais une autre composition de verre a un indice de réfraction et un pouvoir dispersif supérieurs, c'est le flint (silicate de potasse et de plomb, fort riche en oxyde de plomb). Il suffit donc de combiner une lentille convexe de crown-glass, qui disperse fortement les rayons, avec une lentille concave de flint, dont la concavité supprime presque totalement la dispersion, et en partie la déviation des rayons. Ces lentilles sont collées ensemble avec du baume de Canada, qui s'oppose à la pénétration de la poussière et les réunit en un système qu'on appelle achromatique.
Mais les meilleurs résultats ont été obtenus par les objectifs apochromatiqiies qui réunissent les rayons du spectre exactement en un même foyer. Il y a convergence en un point de l'axe de trois rayons différents du spectre, donc suppression du spectre secondaire des systèmes achromatiques ; puis correction de l'aberration de sphéricité pour deux rayons de couleurs différentes, alors qu'on n'avait obtenu jusqu'alors la correction que pour un seul. Aussi l'image rend-elle les couleurs des objets jusque dans leurs plus faibles nuances. De plus, celles-ci sont presque aussi nettes sur les bords du champ que dans son milieu ; enfin, ce système permet l'emploi d'oculaires puissants, tout en laissant aux images leur exactitude et leur clarté.
Pour la pratique ordinaire, il n'est besoin, en général, que d'un ou de deux objectifs faibles et d'un objectif plus fort, donnant un grossissement de 300 diamètres. De môme, deux oculaires, faible et fort, suffisent le plus souvent. On n'emploie d'ordinaire que l'oculaire le plus faible : l'oculaire, en effet, ne fait que grossir l'image projetée par la lentille de l'objectif et non pas celle qui provient de la préparation; puis, l'oculaire faible fournit un champ beaucoup plus clair. Seuls, les systèmes apochromatiques permettent d'obtenir, au moyen d'oculaires puissants, de forts grossissements sans altération de l'image.
La plui)art des appareils microcospiques sont pourvus d'un miroir, plan d'un côté, concave de l'autre, qui projette la lumière sur la préparation. Ce miroir doit être grand et mobile dans tous les sens.
Pour les objectifs ordinaires n'employer que le miroir concave ; l'autre convient mieux aux grossissements les plus faibles.
Il est à conseiller de se servir des lentilles à immersion homogène, lorsqu'on examine les microbes ; on place entre la lentille et la face supérieure du couvre-objet une goutte d'huile ou d'un mélange approprié, ayant le même indice de réfraction que le verre et écartant la couche d'air dont le coefficient de réfraction est différent.
Pour enlever l'huile delà lentille à immersion, on se sert d'un morceau de toile fine ou de papier-filtre, imbibé de benzine, avec lequel on essuie l'objectif sans frotter. On sèche soigneusement. On enlèvera aussi
cette huile du couvre-objet, mais ce sera surtout lorsque le baume de Canada se sera solidifié et que le deck-glass ne pourra plus se déplacer.
On peut aussi nettoyer l'oculaire et l'objectif, souillés par la poussière, au moyen d'un morceau de toile fine ou d'un pinceau de blaireau. Si la poussière est adhérente, on l'enlèvera à l'aide de la benzine, mais en faisant en sorte d'éviter la dissolution du baume de Canada qui fixe les lentilles de l'objectif l'une à l'autre.
On nettoie les deux cylindres composant le tube du microscope au moyen d'un morceau de papier de soie, et la vis avec du pétrole.
Les objectifs à immersion exigent l'emploi d'un condensateur ou appareil à éclairage d'Abbe, qui réunit en un point, à l'aide d'une lentille, tous les rayons émis par le miroir du microscope.
Si l'on se procure un microscope sans lentille à immersion et sans appareil d'Abbe, on fera bien de choisir un statif auquel on puisse plus tard les adapter. La mise au point du tube par la main seule présente des inconvénients en cas de lentille à immersion homogène : on se trouve mieux de l'emploi de la roue, qu'on trouve dans tous les grands statifs [on commence par élever ou abaisser la crémaillère au moyen de l'une des deux rondelles métalliques, sans se servir de la vis micrométrique, qui est employée pour parfaire la mise au j^oint. Pour faire descendre le tube, on tourne la vis dans le sens des aiguilles d'une montre].
Il faut que le statif du microcoscope soit bien planté, ait une large base, que le tube à tirage supérieur soit gradué, que la platine soit grande et épaisse, que lavis micrométrique fonctionne exactement, et que l'appareil soit construit de façon à pouvoir basculer.
En ce qui concerne le choix du microscope et des instruments accessoires (1), on peut s'adresser aux maisons suivantes :
E. Hartnack, Potsdam, Waisenstrasse, 34; E. Leitz ou Weth, Seibert de Wetzlar, C. Zeiss, lena ; Verrick ou Nachet de Paris ; Powell de Londres ; Koriska de Milan ; Winkel de Gœttingen [il est bon pourtant de prendre au préalable l'avis d'un homme compétent].
On emploie en général les objectifs III ou IV et VII de Hartnack, II et VII de Leitz, I et III et V de Seibert, a a ou A, A A et E de Zeiss.
Les lentilles à immersion 1/12 de Seibert ou de Zeiss sont surtout à recommander (2).
(1) On achètera de préférence le microscope complet dans la même maison, afin d'obtenir un centrage parfait.
(2) En ce qui concerne les microscopes apochromatiques, dont les prix sont très élevés, on trouvera les renseignements nécessaires dans les catalogues.
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Quand on se sert journellement du microscope, il vaut mieux le recouvrir d'une cloche de verre que le remettre dans sa boîte.
La lumière du jour est la plus favorable à Texamen microscopique, celle du soleil ne convient pas; de même celle qui provient d'un ciel bleu, sans nuage, n'est pas des plus appropriées, à cause de sa couleur. On utilisera de préférence la lumière blanche, provenant de nuages qui ne sont pas trop éclairés par le soleil.
On trouve, sur tous les microscopes, des dispositions destinées à modérer à volonté l'intensité du faisceau lumineux projeté par le miroir sur la préparation, en rétrécissant l'ouverture placée dans la table de l'objectif ou en dessous d'elle. Les diaphragmes simples, que portent beaucoup de petits microscopes, sont moins recommandables, parce qu'ils ne peuvent être mis en contact avec la préparation, et qu'ils sont sans action sur la diffusion latérale de la lumière.
Les diaphragïnes cylindriques n'ont pas ces inconvénients ; on les place en coulisse sous la platine, puis, une fois mis dans l'axe de l'ouverture, on les élève jusqu'à ce qu'ils soient en contact avec la préparation. Le meilleur est le diaphragme-iris adapté à l'appareil d'éclairage d'Abbe, et permettant de graduer, à l'aide d'un manche, la quantité de lumière.
Plus on concentre de lumière sur une préparation, plus les éléments de structure perdent de netteté, les lignes de délimitation très fines, qui ont été rendues transparentes au maximum, devenant invisibles. Il s'ensuit qu'on doit employer un diaphragme à ouverture minime pour les préparations incolores, et large pour celles qui sont colorées.
On emploie, pour examiner les préparations de microbes colorées, l'éclairage le plus puissant ; on fait usage ou non du diaphragme ouvert et on augmente la source lumineuse par le condensateur. Par ce procédé, les microbes colorés ressortent d'une façon plus manifeste, sans que la vue soit contrariée par les détails qui apparaissent à l'éclairage ordinaire [mais, avec un faible grossissement, il est de règle de n'employer que le diaphragme large].
S'il est nécessaire de se servir de la lumière artificielle, on en corrige plus ou moins la couleur jaune en interposant entre la source lumineuse et le miroir du microscope, soit une plaque de verre [colorée en vert clair ou en bleu, suivant la source lumineuse employée], soit la boule des cordonniers au sulfate de cuivre ammoniacal.
Il existe aussi une série de lampes pour microscope. Dans la lampe de Kochs'Wolz (Bonn), la lumière de pétrole ou du gaz est renvoyée par un réflecteur en un endroit déterminé du cylindre noir qui l'entoure et dirigée sous l'objet, au moyen d'une tige de verre recourbée, le miroir étant enlevé.
Il y a encore : la lampe au gaz el au pétrole de Hartnctclo (de Potsdam), celle de Lassar^ au pétrole (chez Dannhause, de Leipzig) ; il existe aussi des lampes d'Edinger, de Schiefferdecker.
Accessoires. — Citons, parmi les accessoires qui facilitent le maniement du microscope, ou qui répondent à certaines indications :
1° Vappareil revolver^ disque sur lequel peuvent être vissés quatre ou cinq objectifs. Le déplacement de ceux-ci est facile et l'examen gagne en rapidité. Depuis quelque temps, on fait usage, pour changer les objectifs, de systèmes à tiroir [mais l'ancien mérite la préférence].
2° Le micromètre oculaire^ plaque de verre portant des divisions gravées, et enchâssée dans l'oculaire. Cette plaque est introduite par une fente latérale ou par en haut, après enlèvement de la lentille de l'oculaire; elle rej^ose sur une saillie qui se trouve à l'intérieur de celui-ci.
La valeur de chaque division varie selon le système de microscope employé. Si cependant on voulait la déterminer, on mettrait sur la platine un micromètre-objet, c'est-à dire une lame de verre sur laquelle le millimètre est divisé en 50 ou 100 parties ; il suffit alors , le micromètre étant en place, de déterminer combien de divisions du micromètre-objet sont recouvertes par la plaque oculaire. On a constaté, par exemple, qu'une division du micromètre-oculaire = 7 \x] si l'on examine un élément, une cellule par exemple, et qu'il soit recouvert par cinq divisions du micromètre, c'est qu'il mesure 7 X 5 = 35
3*^ Vappareil à dessiner. — C'est d'ordinaire la chambre obscure d'Abbe, construite par Seibert ou par Zeiss [la chambre à prisme de Nachet est aussi recommandable]. On obtient, à l'aide des deux prismes qu'elle contient, l'image de la préparation qui est projetée sur une feuille de papier placée à la hauteur de la platine. Elle facilite singulièrement la reproduction des détails microscopiques. On se sert d'une tablette qu'on place à la hauteur de la platine du microscope [ou devant celui-ci et à des hauteurs variables; Schiefferdecker obtient ainsi des grossissements variables] et l'on emploie des crayons plus ou moins durs, souvent la plume et l'encre colorée. Avec un peu d'habitude, on parvient à se passer de l'appareil à dessiner ; il suffît de placer le papier sur un objet à la hauteur de la platine, d'appliquer l'œil gauche sur l'oculaire et de suivre de l'œil droit le crayon.
La photographie peut rendre des services, surtout en microbiologie; mais elle est inférieure, en ge'néral, au dessin pour les préparations histologiques observées à un grossissement puissant. Elle ne donne de résultats, dans beaucoup de cas, qu'aux opérateurs de profession. Mais la reproduction photographique est avantageuse pour les dessins.
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La tablette chauffante, l'appareil à polarisation et le spectroscope ne sont pas employés dans la pratique courante.
On se servira avec avantage, pour préparer les objets très fiiis, d'une petite loupe munie d'un manche ou d'un statif. Comme il est souvent indispensable d'avoir les deux mains libres, on donnera la préférence aux loupes montées sur pied fixe.
Instruments divers. — Porte-ohjet. — Il est en verre blanc et, de préférence, du format anglais. On le munit de reliefs protecteurs en carton qu'on fixe à la gomme laque alcoolique ayant une consistance sirupeuse et dont le côté antérieur sert à dessiner la préparation [les plus employés ont de 1 à 1,5 millimètre d'épaisseur].
Couvre-oljet . — Son épaisseur ne dépasse généralement pas 0,16 mm. On aura à sa disposition une série de grandeur variée, et correspondant à la dimension des coupes. Les lamelles dont on sert le plus souvent ont une épaisseur de 0,1 à 0,2 mm.
Le porte-objet et le couvre-objet seront placés, pour être nettoyés, dans un récipient plein d'alcool, puis sécliés avec un linge fin.
Verres de montre. — On en aura en provision, de différentes grandeurs, pour la coloration, le lavage, etc., des coupes ; de même des sous-tasses, des godets en faïence blanche.
Pour conserver les coupes qui ne sont pas montées immédiatement, on se sert de bottes de verre, qu'on ferme avec un couvercle : on peut aussi les colorer après collage sur porte-objet.
Énumérons encore les har/uettes de verre, les tuhes ccqnUaires, les tubes à réactif ai les flacons de grandeurs variées.
Les aifjuilles en verre sont employées lorsqu'on manipule les solutions métalliques.
Si l'on veut colorer beaucoup de coupes en une fois, on emploie les boîtes criblées de Steinach. Leur fond est percé de petits trous. Les coupes sont placées dans une petite boîte centrale ; celle-ci sera portée successivement dans d'autres boites plus grandes qui renferment les liquides de préparation. En général, les pieds de la boîte centrale sont trop élevés dans cet appareil. Remarquons qu'il existe d'autres méthodes.
Instruments métalliques : aiguilles montées, pinces, ciseaux, scalpels, spatules, etc., aiguilles à dissocier, à manche de bois ou de corne. — Les aiguilles montées doivent être absolument lisses, ne pas présenter de rugosités, afin que les coupes ne s'y accrochent pas. Lorsque leur surface n'est plus unie, on les aiguise sur du papier de verre ou sur une plaque de cuir. On se sert de préférence d'aiguilles montées pouvant être remplacées et vissées sur le manche.
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Les aiguilles en cuivre, flexibles, mousses à l'extrémité, conviennent fort bien pour difïerentes manipulations, pour porter les coupes dans les différents bains, pour les enlever du couteau du microtome.
La spatule sert à porter les coupes d'un liquide dans un autre, surtout de l'eau dans l'alcool, et à les étaler sur le porte-objet. Elle est faite d'une feuille mince de fer platiné [d'une autre composition métallique, d'os ou de bois]. Il yen a de grandeurs variées; les coupes du système nerveux central en exigent de très grandes.
Avec les spatules plus épaisses de laiton, les coupes sont plus difficiles à enlever et à étaler. Elles se laissent du reste attaquer par certains réactifs (1).
(1) Parmi les accessoires, signalons encore les plaques de bois sur lesquelles on fixe les porte-objets et qui permettent d'examiner, à volonté, la face supérieure ou la face inférieure de la préparation.
Nous avons aussi remarqué de grandes feuilles de carton épais que l'on fixe obliquement à un support, à côté et au-dessus du microscope. La plaque permet l'examen prolongé sans fatigue aussi considérable des yeux.
CHAPITRE II
Dissociation. — L'examen des tissus à l'état frais empruntés au cadavre ou à l'organisme en vie, est en général pratiqué par dissociation. On excise avec la pince ou avec de petits ciseaux courbés sur le plat des parcelles aussi petites que possible, et on les dissocie le plus finement possible avec deux aiguilles montées sur le porte-objet, dans une goutte cVeau ou de solution de sel marin «0,6% . L'une des aiguilles lixe la pièce par une extrémité, tandis que l'autre dissèque les éléments, opère dans un sens parallèle à leur direction. Dans beaucoup de cas, il faudra recourir à une autre méthode, à la confection de'r^ roiqies soit avec le rasoir ordinaire, soit avec le microtome à congélation.
La solution saline a sur l'eau l'avantage de ne pas faire gonfler autant les tissus et de conserver beaucoup mieux les détails de leur structure. Les liquides séreux, le sérum du sang, le liquide de l'hydrocèle, offrent des avantages identiques.
SÉRUM ARTIFICIEL. — On le prépare en remplaçant neuf parties de la solution saline par une partie d'albumine de l'œuf de poule. Les cellules s'y maintiennent plus longtemps en vie.
S'il s'agit de rechercher des microbes dans les préparations fraîches, il ne faut pas perdre de vue qu'ils se développent dans l'eau, et plus rapidement encore dans la solution salée ; ceux que l'on rencontre pourraient être attribués au liquide ajouté, surtout s'il n'est pas frais.
En règle générale, on ne placera sur le porte-objet qu'une goutte du liquide à examiner ou à ajouter ; si l'on en prélève trop, le couvre-objet devient mobile, glisse et gêne l'examen par son instabilité, et les réactifs que l'on fait alors intervenir agissent lentement ou pas du tout.
Cette méthode est principalement applicable aux muscles, au cerveau, à la moelle épinière et aux tumeurs à stroma abondant. Pour examiner les nerfs et les muscles, on excise de fines parcelles contenant de courts
segments de faisceaux; plus ils sont longs, plus les manipulations sont difficiles. Cette méthode trouve aussi son application dans les cas où il s'agit d'abord de déterminer, d'une façon générale, la localisation de certaines lésions telles que les infiltrations de tumeurs au début.
Macération. — La dissociation des pièces fraîches en parcelles suffisamment fines pour l'examen microscopique étant très laborieuse, on place les fragments pendant vingt-c[uatre heures dans des liquides de macération ou d'isolement. Au bout de ce temps, la division devient très facile.
Pour examiner des morceaux d'organes d'animaux par la méthode d'isolement, on les porte, en général, immédiatement après la mort, dans le liquide préparé; les pièces anatomiques humaines doivent être soumises à l'action du liquide aussi rapidement que possible.
La dissociation se pratique dans des verres de montre : on y met une petite quantité de liquide ; une quantité trop grande déterminerait plutôt un durcissement qu'une dissociation.
Liquides d'isolement. — Voici les plus recommandables :
1. Alcool à 33° ; c'est l'alcool au tiers de Ranvier. On mélange une partie d'alcool à 96° avec deux parties d'eau distillée.
2. Solution très diluée d'acide ciiromique, à 0,01-0,03 % . — Elle est d'un emploi répandu.
3. Acide osmique à 0,1 % . — La dissociation est très facile au bout de douze à vingt-quatre heures. Ce liquide est surtout indiqué pour les tissus graisseux.
4. MÉTHODE d'Arnold. — Placer le fragment pendant cinq à dix minutes dans l'acide acétique à 0,1 % , puis vingt-quatre à quarante-huit heures dans l'acide chromic[ue à 0,01 % . On peut employer consécutivement le picrocarmin.
5. Lessive de soude à 33 % . — Les fragments s'y dissocient au bout d'une heure. Elle est surtout recommandable pour les faisceaux musculaires lisses, par exemple pour les tumeurs utérines. L'examen doit en tout cas être fait dans la lessive à 33°, sa dilution dans l'eau altérant les cellules.
6. Le liquide de Muller est aussi un bon isolant, surtout pour le système nerveux. Les préparations y doivent séjourner deux à trois jours.
En ce qui concerne fexamen, on peut le faire dans une goutte d'un liquide de dissociation ou bien dans de F eau ou dans la solution de sel marin.
Parfois, on prélève le suc de l'organe à l'état frais par un grattage au mogen d'une lame de couteau^ et on le répartit dans une goutte d'eau ou de solution salée. ^Mais il faut, au préalable, enlever le sang de la surface
de section, soit en frottant doucement, soit par lavage, les globules blancs pouvant masquer les autres parties. Il faut que la goutte d'eau ainsi ])rè]parèe soit à peine trouble. Ce procédé est surtout applicable ailx organes glandulaires, par exemple au foie et aux reins, lorsqu'il s'agit de déterminer si les cellules sont troubles et granuleuses ou graisseuses ; aux tumeurs, surtout au cancer; aux sarcomes mous et aux infiltrations cellulaires, telles que celles des poumons.
Liquides à examiner. — En général, il suffit d'en porter une goutte sur le porte-objet. S'ils contiennent beaucoup de cellules et autres parties solides, s'il s'agit d'un kyste, du contenu intestinal par exemple, il sera bon de diluer dans l'eau ou dans la solution salée la goutte que l'on prélève avec une pipette fine ou à la pointe d'un fil de platine.
Par contre, il faut souvent laisser reposer pendant quelque temps les liquides pauvres en éléments solides, avant de procéder à l'examen. Une méthode qui, à cet égard, donne de bons résultats, c'est celle de la centrifurjation^ recommandée par Litten.
L'examen des liquides peut aussi être pratiqué par la méthode des préparations colorées à sec sur lamelles.
Réactifs des préparations fraîches. — L'examen des préparations à l'état frais sera toujours facilité par l'addition de réactifs qui les rendent plus transparentes ou qui font mieux ressortir certains détails, alors qu'ils en font disparaître d'autres ou leur restent indifférents. Du reste, à l'état frais, de nombreux détails ne peuvent être perçus, les éléments protoplasmatiques réfractant la lumière d'une manière relativement uniforme.
Voici les réactifs les plus employés :
1. Glycérine. — Elle présente l'avantage à'èclaircir la préparation, de ne pas s'évaporer et de ne pas se modifier chimiquement; aussi, les préparations qui y sont incluses peuvent-elles, à l'abri de l'air, être conservées. On l'emploie surtout sans être diluée, rarement mélangée à l'eau. Lorsqu'il n'y a pas de pigment, les préparations fraîches s'y éclaircissent tellement que l'examen ne peut en être prolongé. Par contre, elle est très souvent employée pour les coupes non colorées provenant de fragments durcis.
2. Acétate de potasse. — En solution aqueuse saturée (50 % ), il possède aussi des propriétés éclaircissantes, mais moindres que la glycérine, et permet l'examen des coupes fraîches. Les préparations peuvent également être conservées dans cette solution.
3. Acide acétique. — 11 a le double avantage de ratatiner les noyaux, de rendre leurs contours plus nets et de faire gonfler le tissu conjonctif,
qui devient ainsi plus transparent. Les granulations graisseuses résistent à son action, mais il dissout les granulations albumineuses qui se forment dans le protoplasma cellulaire en état de tuméfaction trouble. Aussi est-il un excellent réactif pour le diagnostic différentiel de la dégénérescence graisseuse et de la tuméfaction trouble. Les microcoques ne sont pas non plus modifiés par l'acide acétique. De même les libres élastiques : elles deviennent d'autant plus nettes au milieu du tissu conjonctif rendu transparent.
On emploie l'acide acétique, surtout en solution concentrée de 1 à 2 % ; la préparation en est des plus simples. En général, on porte une goutte d'acide avec une tige de verre sur un côté du couvre-objet, après qu'on a déjà examiné la préparation ; il pénètre lentement et on peut en suivre l'action sous le microscope. On accélère la pénétration de l'acide en plaçant au bord opposé du couvre-objet un morceau de papier buvard qui absorbe le liquide.
La fuchsine acétique a la propriété de faire ressortir les noyaux à un plus haut degré encore ; elle met bien en évidence leurs contours, tout en les colorant Pour la préparer, on ajoute à la solution d'acide acétique à 2 % une quantité suffisante de fuchsine qui lui donne une coloration rouge vif.
L'acide acétique est aussi employé pour décalcifier les tissus.
4. Solution aqueuse faible d'iode. — Pratique pour mettre en évidence les noyaux et la structure des tissus. Préparation : on dilue la solution ordinciire de Lugol (iode, 1 ; iodure de potassium, 2 ; eau, 100) dans l'eau jusqu'à ce que celle-ci prenne une coloration légèrement jaune.
5. Lessives de potasse et de soude. — L'action et le mode d'emploi en varient avec le degré de concentration.
La solution faible de i à 3 % a la propriété de dissoudre les tissus, excepté : a) le tissu élastique, l) la graisse, c)le pigment, 6^) les microbes.
Dans ces conditions, on peut faire usage de cette solution, surtout au point de vue du diagnostic diiBFérentiel. La matière amyloïde résiste aussi à la solution faible, mais cette propriété est rarement utilisée, parce qu'on dispose de réactifs spécifiques.
La lessive de potasse ou de soude à 33" ne détruit pas les éléments cellulaires, mais dissout la substance conjonctive qui les réunit; on s'en sert pour dissocier les cellules des tumeurs, les faisceaux musculaires lisses, les pelotons glandulaires, etc. Elle exerce son action au bout de quelques minutes, mais il ne faut pas que les parties soient mises en contact avec l'eau : celle-ci diluerait la solution et lui donnerait les propriétés de la solution faible. Il faut donc faire de préférence l'examen dans la solution forte.
6. Acide osmique. — On l'emploie en solution aqueuse à i 0/0; on peut l'ajouter, comme l'acide acétique, à la préparation par un coté du couvreobjet. Il colore les particules graisseuses en brun et en noir. C'est donc un excellent réactif de la graisse et de la dégénérescence graisseuse.
7. Acide culoriiydrique à 3 ou à 5 % . — Il sert à reconnaître les parties calcifiées, les concrétions calcaires, etc. Il dissout simplement le phosphate de chaux et éclaircit les régions antérieurement sombres. La dissolution du carbonate de chaux s'accompagne de la formation de vésicules gazeuses (acide carbonique).
Coloration des préparations fraîches. — Quand on n'emploie pas la méthode des préparations sur lamelles, on dépose sur le bord du couvre-objet une goutte de la solution aqueuse colorante, de préférence de vert de méthyle, de bleu de méthyle de Lœfïler ou de fuchsine acide. L'hématoxyline n'est pas applicable.
CHAPITRE III
Les préparations qu'on veut examiner avec soin, surtout en coupes fines, doivent être durcies au préalable. On fera en sorte de placer les pièces dans le liquide aussitôt que possible après la mort ou après l'ablation sur l'organisme vivant.
1. Alcool. — C'est le liquide de durcissement le plus employé. On s'en sert à des concentrations de 90° à 100" (à 99°). Il convient de porter d'abord les pièces dans l'alcool de 90° à 96°, et le lendemain seulement dans l'alcool absolu. Pour beaucoup d'objets l'alcool ordinaire à 96° est suffisant. On peut, du reste, lui enlever facilement toute son eau en y ajoutant du sulfate de cuivre blanc ; on chauffe le sulfate dans une capsule métallique jusqu'à ce qu'il forme une poudre blanche. On le remplace; on le chauffe de nouveau lorsqu'il devient bleu dans l'alcool. L'alcool, ainsi préparé, doit être filtré avant l'usage, pour éviter le contact des particules du cuivre avec la préparation. Cependant, les préparations délicates réclament l'emploi de l'alcool absolument pur, qui ne renferme pas d'impuretés comme l'alcool artificiellement déshydraté.
Les morceaux qu'on met à durcir sont coupés en forme de disque ou de dé ; ils ne doivent pas dépasser 2 à 3 centimètres de diamètre ; la quantité d'alcool doit être de 10 à 15 fois celle de leur volume. On le renouvelle les deuxième et quatrième jours, et même le sixième jour. On fera bien de secouer le verre plusieurs fois le premier jour, pour empêcher des parties de la pièce d'adhérer au fond, ce qui les empêcherait d'être pénétrées de ce côté par le liquide.
Lorsque le temps presse, on coupe des morceaux de 1 millimètre et on les traite directement par l'alcool absolu.
On peut employer l'alcool pour durcir la plupart des tissus, surtout si l'on veut procéder à un examen rapide. Il convient mieux que toutes les autres solutions, pour les préparations qui renferment des microbes. On a
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Although this composition has not the brilliance of the Third Chorale, still it is counted as one of Franck's greatest organ compositions, The thème is announced at the very first in the pedals with practically no accompaniment. It is immediately repeated by the hands, beautifully harmonized. After several répétitions with more elaborate harmonizations, another hymn-like thème is introduced in full harmony, interrupted twice by a soft passage in improvising mood. The first part of the Chorale is brought to a close with a very beautiful harmonization of the second thème for the Vox Humana.
The fortissimo passage serves chiefly as a Connecting link between the first and third parts. The latter opens with an effective announcement of the first thème in two-part counterpoint. This gradually works up to a big climax, which dies away suddenly into a subdued répétition of the ending of the first part, which brings this great work to a close.
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recours de prime abord à l'alcool absolu pour arrêter le développement m()rto des microbes et leur conserver leurs propriétés de coloration. Mais l'alcool ne convient généralement pas pour le système nerveux.
Les organes et les tumeurs qu'on veut conserver pour les collections doivent être débarrassés du sang qu'ils contiennent à l'aide de l'eau courante. On emploie alors l'alcool à 70 ou 80°, qu'on renouvelle jusqu'à ce qu'il ne se trouble plus.
Liquide de Muller
Bichromate de potasse 2,5 0/0
Sulfate de soude 1 »
Eau 100 »
Il faut dissoudre le bichromate dans l'eau bouillante.
Le durcissement complet réclame, à la température ordinaire, au moins douze semaines pour les pièces de petites dimensions, et jusqu'à un an pour les organes tels que le cerveau. Mais on peut diminuer cette durée en plaçant les préparations à l'étuve [il faut s'attendre pourtant, alors, à des résultats plus inégaux] et en renouvelant souvent le liquide.
On emploie une quantité représentant dix à vingt fois le volume de l'organe. On renouvelle la solution les deuxième, quatrième, sixième et douzième jours, et, dans la suite, tant qu'elle se trouble et qu'il s'y développe des moisissures. Celles-ci n'ont pas toujours la même action : il arrive parfois qu'elles facilitent le durcissement de la pièce. L'addition de camphre au liquide ne paraît pas arrêter le développement de ces moisissures, qui ne disparaissent que par le renouvellement du liquide luimême.
Les préparations peuvent être conservées dans le liquide de Muller plusieurs années, pendant dix ans même, mais il convient, au bout de six mois, d'y ajouter un égal volume d'eau.
Si l'on désire durcir les pièces consécutivement, on les lave d'abord pendant quelque temps, selon leur volume, dans de l'eau fréquemment renouvelée, puis on les met durant un jour dans l'alcool à 30° et, après, à 96°. Quand celui-ci laisse un précipité , on le renouvelle. Les préparations peuvent être conservées dans l'alcool pendant plusieurs années , mais elles sont alors rendues plus difTiciles à colorer. Le meilleur procédé et le plus simple consiste à commencer à utiliser les vieux alcools des pièces ayant déjà servi. Ces vieux alcools pénètrent lentement les tissus immobilisés par le liquide de Muller et en assurent la fixation définitive. Après quelques bains ainsi alcoolisés et de plus en plus forts, on reçoit définitivement la pièce dans l'alcool fort et l'on ferme le réceptacle avec soin (1).
(1) M. Letulle, L'Inflammation. Paris, 1893, p. 455.
Le liquide de Millier présente sur l'alcool les avantages suivants : a) Les tissus s'y ratatinent moins, les cellules et la substance intermédiaire y sont mieux conservées que dans l'alcool;
I)) Les globules rouges y gardent leurs formes infiniment mieux que dans l'alcool; ils y deviennent jaunes ;
c) Les préparations au M aller fixent beaucoup mieux les couleurs en général, surtout l'hématoxyline akmée, dont l'emploi est si fréquent. Mais cela n'a lieu que si leur séjour y a été prolongé pendant un temps suffisant. Dans le cas contraire, la coloration serait moins complète qu'avec l'alcool. Ainsi, le picro-carmin devient moins actif; mais on peut remédier à cet inconvénient en prolongeant le bain.
d) Le prix de ce liquide est moins élevé. L'alcool et le liquide de Millier suffisent, dans la pratique ordinaire, pour durcir les tissus.
Lorsque les pièces ont de grandes dimensions, le durcissement se fait d'une manière moins égale ; il est beaucoup moins marqué au centre. Au début surtout, il se fait une continuelle décomposition du liquide, qui, s'il n'était renouvelé, altérerait les éléments nerveux. Il faut en outre employer de grandes quantités : 6 à 10 litres pour un cerveau humain, 1 lit. 1/2 à 2 lit. 4/2 pour la moelle allongée. Après la première quinzaine, il suffit de changer le bain une fois tous les huit jours. La dépense n'est pas aussi considérable qu'on pourrait le croire, car le bichromate de potasse est d'un prix modique, et, au lieu d'employer de l'eau distillée, on peut se servir d'eau bouillie et filtrée ; cependant, pour les petites pièces, on aura recours à l'eau distillée pendant les premiers jours. De plus, les bains de la 2*^ ou de la 3"^ semaine peuvent être, après filtration, employés de nouveau pour les premiers bains de nouvelles pièces. Lorsqu'on change le liquide d'un bocal, il faut donner une nouvelle position aux pièces, surtout à celles d'un grand volume, et les faire reposer sur une couche d'ouate ; pour le cerveau, on introduit même de l'ouate entre les circonvolutions et on enlève la pie-mère. Il faut que les pièces nagent largement dans le bain ; au besoin, on y pratiquera des incisions pour permettre au liquide de pénétrer rapidement et régulièrement. Les bocaux doivent être opaques et placés à l'abri de la lumière, solaire (Mercier) (1).
En règle générale, pour les deux ou trois premières semaines, lorsqu'il s'agit du cerveau, on emploie des solutions faibles. Remarquons aussi que le durcissement se fait d'une manière inégalement rapide suivant les organes, et même, comme c'est le cas pour le système nerveux, suivant les parties d'un même organe. Le temps nécessaire pour l'obtenir varie avec l'état de fraîcheur de la pièce, les soins apportés à changer le liquide, le volume et la consistance de l'organe, la température du liquide et du milieu ambiant ; pour un cerveau, il faut de six à huit mois. Remarquons que les parties devenues trop foncées s'effritent et se colorent difficilement; la pièce doit être partout également résistante. Il faut surveiller l'action du liquide pour éviter le surdurcissement qui rendrait les pièces insensibles aux colorants, quel qu'ait été le traitement préalable (eau tiède par exemple) qu'on lui ait fait subir (Mercier).
(1) Mercier, Les coupes du système nerveux. Paris, 1894.
Excepté pour le système nerveux, l'usage du liquide de Millier est devenu, beaucoup moins fréquent.
Liquide d'Erlicii
Il est avantageux en ce sens que les préparations y durcissent en huit à dix jours, et en quatre à cinq jours à l'étuve à A0°. Mais il est inférieur au li(fuide de Millier par ce fait qu'il détermine un ratatinement plus considérable des tissus, et souvent la formation de précipités dans les préparations. On renouvelle le liquide tous les deux jours. Pour éliminer les précipités, on emploie, avant de faire usage de l'alcool et après lavage à l'eau courante, pendant un jour environ, l'eau chaude ou l'eau légèrement acidulée par l'acide chlorhydrique, ou bien encore une solution d'acide chromique à 1/2 % ; l'alcool à 70° pendant un jour, puis l'alcool à 96*'.
4. Sublimé. — C'est un moyen excellent de durcissement pour quelques cas; nous y reviendrons. Il détermine en outre la fixation des figures karyokinéti([ues. On emploie une solution saturée à chaud (7,5 % de sul)limé dans une solution de sel marin à 0,5 % ). Les pièces ne doivent pas être trop épaisses; on les y fait séjourner une, deux, et plus rarement six lieures. Puis on lave avec soin, à l'eau, pendant vingt-quatre heures s'il le faut, et l'on durcit cluKiue fois pendant un jour dans l'alcool à 30°, puis :i 10\ puis à 90"\
Il est important de faire un lavage soigné, à cause des [)récipités mercuriels qui s'y forment facilement et qui pourraient être confondus avec du [)igment. Mais l'addition de quelques gouttes d'une solution d'iode permet de savoir site li([uide de lavage renferme encore du sublimé; dans l'afiirmative, il se produit une coloration rouge jaunâtre d'iodure de mercure. On a aussi recommandé d'ajouter à l'alcool de durcissement à 70° une (luantité de teinture d'iode suffisante pour lui donner une coloration rouge-vin. En formant de l'iodure de mercure, l'iode enlève l'excès de sublimé et l'alcool se décolore. On peut ajouter la teinture d'iode, i %, lorsqu'on est arrivé à l'alcool absolu. Lorsqu'on veut colorer, par le procédé de Weigert ou de Pal, des pièces du système nerveux durcies par le sublimé, on les fait passer au préalable pendant dix à quinze minutes dans une solution d'acide cliromiciue à 1 % .
Le durcissement dans le sublimé est, en général, plus recommandable pour les objets ([ui proviennent du cadavre que [xnir les autres.
5. Acide picrique. — On l'emploie en solution aqueuse saturée. Les fragments, dont les dimensions ne dépassent pas un centimètre , y
(vhromate double de potasse
Sulfate de cuivre
Eau
cent, cubes.
séjournent jusqu'à vingt-quatre heures et sont ensuite portés dans l'alcool à 70° ou 80". Il faut se rappeler, lorsque l'on fait usage de ce produit comme agent durcissant, qu'il dissout la chaux du tissu osseux et les concrétions calcaires. On lave avec le plus grand soin les préparations ainsi durcies ; sinon elles conserveraient une coloration jaune.
6. Acide osmique, — On l'emploie pour durcir en solution aqueuse à 1 % . Comme il pénètre très difficilement dans les tissus, on réduit les fragments à 5 millimètres au plus. On les fait séjourner dans la solution pendant vingt-quatre heures, puis on les porte dans l'alcool à 80°. L'acide osmique colore les granulations graisseuses en noir, aussi est-il employé pour les reconnaître. Nous en parlerons à propos des dégénérescences. Les noyaux deviennent jaune sale et les fibres élastiques brun grisâtre.
Les coupes traitées par l'acide osmique seront incluses de préférence dans l'acétate de potasse, la glycérine se brunissant peu à peu. Mais on peut empêcher ce phénomène en laissant les coupes, pendant quelques jours, avant leur inclusion définitive, dans l'eau ou dans la glycérine diluée.
7. Liqueur de Flemming. — Elle est applicable dans beaucoup de cas. Nous parlerons de son emploi aux chapitres VIII et IX.
8. Glycérine gommeuse. — Son emploi est surtout indiqué dans les travaux de fine histologie, car elle durcit très rapidement et comi^lètement.
Préparation : on ajoute lentement à la glycérine bouillante, en agitant d'une façon continue, autant de gomme arabique pulvérisée qu'elle en peut dissoudre.
Les pièces qui sont prélevées à l'état frais sur le cadavre sont débarrassées du sang à l'eau courante; pour celles qui ont déjà séjourné dans l'alcool, on enlèvera celui-ci au moyen de l'eau. Puis on les portera pendant vingt-quatre heures dans une solution sirupeuse de gomme glycérinée, à l'intérieur de laquelle on les maintiendra à l'aide d'une tige de verre; au bout de vingt-quatre heures, on les met dans l'alcool de 80° à 90", on agite fortement le flacon à différentes reprises. En peu de temps, elles deviennent dures et capables d'être coupées.
On lave les coupes, avant de les colorer, dans une grande quantité d'eau qu'on renouvelle au besoin : le précipité de gomme, provoqué par l'alcool, s'y redissout.
9. Méthode de l'ébullition. — On la recommande surtout pour fixer par coagulation les liquides albumineux qui existent dans les tissus ; ainsi, elle peut être indispensable pour l'œdème pulmonaire, la néphrite et le contenu des kystes. On en porte dans l'eau bouillante, pendant une, deux ou
deux minutes et demie, de petits morceaux ayant 1,5 cent, d'épaisseur; on durcit dans l'alcool à 96°.
Le durcissement dans Talcool absolu permet aussi d'obtenir, à un degré suffisant, la coagulation et la fixation des liquides albumineux.
CHAPITRE IV
DÉCALCIFICATION
Pour pouvoir en faire des coupes, on débarrassera de leurs sels calcaires les os et les tissus contenant des parties calcifiées ou ossifiées, en observant les règles suivantes :
1° Les pièces seront durcies compretement avant d'être traitées par le liquide décalcifiant, qui altérerait les tissus d'une manière trop marquée. Le durcissement s'opère dans l'alcool, ou mieux dans le liquide de MiiUer dont on complète ultérieurement l'action par l'alcool.
2° Le liquide décalcifiant sera employé avec abondance et' souvent renouvelé.
3" Lorsque la décalcification est complète, on lave soigneusement les pièces dans l'eau pendant deux ou plusieurs jours, afin d'enlever tout le liquide qui pourrait rester à l'intérieur des tissus et les altérer.
4°^ Les fragments étant complètement lavés, on les durcit à nouveau dans l'alcool; ils peuvent alors être coupés.
Le temps nécessaire à la décalcification dépend non seulement de la concentration du liquide, mais encore de l'épaisseur et du volume de la pièce anatomique: les os du nouveau-né et du fœtus seront décalcifiés plus facilement et plus rapidement que ceux de l'adulte.
En règle générale, on ne prendra pas de morceaux trop volumineux. On reconnaît <j[ue la décalcification est complète en enfonçant dans la pièce une aiguille montée ou un scalpel.
Méthodes de décalcification les plus employées :
1. Acide chromique et ses sels. — Le liquide de Millier a une action légèrement décalcifiante, mais seulement dans le cas de petits fragments osseux ou d'os embryonnaires. La durée serait trop longue pour les autres objets. Mais on peut la diminuer, d'après Haug, en ajoutant au liquide, cliaque fois qu'on le remplace, tous les trois, cinq ou huit jours, 1 cent. c. d'acide nitrique pour 200 à 300 grammes. L'avantage du liquide de Millier est de bien conserver les tissus.
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Vacille cliromiciue pur en solution à 2 % décalcifie lentement; on en accélère l'action par un mélange de :
Acule chromique 1
Acide nitrique 1
Eau 100
D'après Haug, les résultats sont très bons sur les os jeunes. MÉTiionE DE A^'aldeyer :
1° Fixation de l'objet frais dans l'acide chromique à 1 p. 600; il"" Durcissement dans l'acide chromique à 1 p. 400 et, après, à 1 p. 200; 3" Décalcification dans un mélange renouvelé tous les six jours et composé de :
Acide chromique (l/200~ 100 cent, cubes
Acide nitrique pur 2 —
Lavage soigné. Durcissement dans l'alcool.
La durée de la décalcification est de trois mois et plus.
Liquide de Fol :
Acide chromique (1 0 '0) 70 parties
Acide nitrique 3 —
Eau 200 —
Méthode de Hauc, recommandée pour les objets très délicats:
Acide osmiquc à 1 0/0 10 cent, cubes.
Acide flu'omique à 1 0 0... 2rj »
Eau distilk-e 6o »
Laver à l'eau. Durcir dans l'alcool à 70".
'2. SoLi TioN SATL'HÉE AOï KLSE d'acide pichique. — On cmploic surtout la solution aqueuse contenant un excès d'acide picrique. Elle durcit, fixe et colore à la fois.
Le tibia d'un nouveau-né, non coupé, est décalcifié en trois semaines environ ; pour les os plus volumineux et i)lus durs, il faut même plusieurs mois. Mais les combinaisons à l'acide sulfiirique ne sont pas stables parce qu'elles déterminent la formation de sulfates calcaires presque insolubles.
Pourtant, plusieurs auteurs recommandent le liquide de Kleinenberg :
Eau distillée 100 volumes
Acide sulfuricpie 2 —
Mêlez et ajoutez de facide picrique jusqu'à saturation; ajoutez trois volumes d'eau. On peut prolonger l'immersion jusqu'à vingt-quatre heures et plus. Les pièces y sont plus rapidement fixées que par l'acide picrique seul.
Il y a aussi la liqueur deFle.mming, qui donne de très bons re'sultats dans beaucoup de cas ; elle suffit pour les fragments de petites dimensions.
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3. Acide lactique en solution a 10 % et plus concentrée. — Il décalcifie un peu plus rapidement que l'acide picrique et attaque moins les tissus.
4. Vinaigre de bois (acide pyroligneux pur). — Il a été recommandé en nature par Haug pour le tissu osseux fœtal, pour celui des animaux inférieurs et i^our les tumeurs osseuses et cartilagineuses. Il agit en même temps comme durcissant. Mais il ne convient pas pour les os adultes.
5. Acide ciiloriiydrique. — La forme sous laquelle on l'emploie ordinairement est le liquide de von Ebner :
Acide chlorhydrique 2.. 5 cent, cubes
Alcool 500 »
Eau distillée • 100 »
Chlorure de sodium ; . 2.5 gr.
Ce liquide agit lentement, mais est plus inoffensif pour les tissus que la solution de 1 ou de 10 % autrefois employée. On peut accélérer la décalcification en élevant la quantité d'acide à 5 % , et d'une façon correspondante celle du chlorure de sodium.
Les pièces traitées par ce liquide seront enrobées dans la celloïdine et au besoin traitées à nouveau par la même méthode. On obtient ainsi une décalcification plus complète des couches superficielles. Avant de couper, on peut enlever l'acide dans l'alcool à 75°.
Solution de chlorure de palladium, recommandée par Waldeyer :
Chlorure de palladium 0.01
Acide chlorhydrique à 1 0/U 1000
Après lavage soigné, durcir successivement dans l'alcool à SO*', 60° et 90°.
6. Acide nitrique pur. — On emploie la dilution de trois, cinq, neuf parties pour cent d'eau. Il est surtout indiqué pour les os adultes.
Les solutions aqueuses simples d'acide nitrique modifient moins encore les rapports de structure que les solutions correspondantes d'acide chlorhydrique. Haug recommande, pour empêcher le gonflement déterminé par un séjour prolongé dans la solution aqueuse, le mélange suivant :
Acide nitrique pur 30. à 90
Alcool absolu 700
Eau distillée 300
Chlorure de sodium 2.5
La solution agit rapidement et est inoffensive. Elle convient tout autant pour les os du fœtus que pour ceux des adolescents et des adultes. Il est très recommandable de fixer au préalable les objets dans le sublimé, mais la coloration se fait également bien avec les autres procédés.
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Voici une modification nouvelle de ce procédé :
7. Méthode de la phloroglucine. — La phloroglucine n'a pas pour but de décalcifier, mais de protéger les pièces avant que les acides n'agissent, ce qui fait qu'on peut élever le degré de concentration de ces derniers; de telle sorte que des fragments peu volumineux sont complètement décalcifiés au bout d'une demi-heure, et les autres après quelques heures. Mais il est nécessaire de contrôler l'action du liquide d'une façon continuelle.
La solution se prépare comme suit.
On dissout 1 gr. de phloroglucine en chauffant, avec. 'précaution^ dans 10 gr. d'acide nitrique non fumant.
On ajoute à cette solution mère, colorée en rouge rubis, 100 cent, cubes d'une solution aqueuse d'acide nitrique à 10 % .
Si l'on veut employer de plus grandes quantités de liquide, il faut naturellement préparer une plus grande quantité de solution mère.
Le liquide suivant agit un peu plus lentement :
Phloroglucine . . 1
Acide nitrique 5
Alcool 70
Eau distillée 30
Méthode de Thomas
1" Durcissement dans le liquide de MuUer ou l'alcool;
2° Décalcification dans une solution souvent renouvelée de :
Alcool à 96» 5 vol.
Acide nitrique pur, concentré, ofliciiial 1 —
3° Lavage dans l'alcool;
4*" Bain dans l'alcool fréquemment renouvelé, auquel on ajoute un excès de carbonate de chaux jt?rér/}?//e.
La décalcification, même des morceaux volumineux, est complète en deux ou trois semaines. Pour empêcher l'adhérence de la poudre de chaux, on entoure la pièce de papier buvard. Le lavage de l'acide dans l'alcool calcifié demande en tout de huit à quatorze jours, mais on le continue encore quelques jours après que le papier de tournesol ne réagit plus.
CHAPITRE V
Méthodes d'inclusion
Les méthodes d'inclusion ont pour but de donner aux préparations qui, même à la suite d'un durcissement soigné, n'ont pas acquis une consistance suffisante, la propriété de se laisser tailler en coupes; il y a beaucoup de masses d'inclusion qu'il est inutile d'enlever des coupes lorsqu'on les colore ou qu'on les examine, et qui permettent de rendre fixes certaines parties de tissus ou un contenu anormal, et d'en faire des coupes tout à fait complètes.
I. Inclusion à la eelloïdine. ~ La celloïdine répond à tous les desiderata ; elle laisse les coupes complètement transparentes , cède les routeurs au lavage et n'a, par conséquent, pas besoin d'être enlevée. On fait une solution faible et une solution forte; cette dernière a une consistance sirupeuse et se prépare en dissolvant la celloïdine coupée en moreeaux dans l'alcool et l'éther, mélangés à parties égales.
Les préparations doivent avoir été, au préalable, complètement déshydratées dans l'alcool absolu, sans qu'il soit nécessaire, comme on le recommande souvent, de les faire ensuite passer par un mélange d'alcool et d'éther.
Soit, pour la solution faible ou de consistance huileuse : parties égales de celloïdine, coupée en petits tubes, d'alcool et d'éther, et, pour la solution forte ou de consistance sirupeuse : celloïdine, 3; alcool, 3; e'ther, 2. Conserver dans des flacons à bouchon de verre et à large ouverture. Si la solution s'épaissit, on ajoute de nouveau de l'alcool et de l'éther; si elle se trouble, on laisse évaporer ces liquides. Couper en morceaux la masse qui reste et dissoudre de nouveau.
En général, les coupes paraffinées sont plus fines, mais elles se colorent laioins bien qu'en inclusion celloïdinée.
Les pièces ne doivent pas avoir plus de 0"',01 d'épaisseur; on les fait passer de l'alcool dans la solution faible, pendant vingt-quatre heures au moins, et pendant autant de temps dans la solution forte de celloïdine. Lors(|u'il s'agit d'objets difficiles à traiter et que l'on en a le temps, on prolongera le bain dans les deux solutions pendant plusieurs jours, car
MÉTHODES d'inclusion 25
riiiclusioli réussit d'aiitaut mieux que les préparations ont été pénétrées pendant plus lonji,tenips.
Au sortir de la solution forte, on porte les pièces sur de petites plaques de verre, si elles doivent être coupées au microtome à congélation, ou directement sur bouchon, s'il s'agit de les couper au microtome ordinaire à traîneau. On verse encore una certaine quantité de celloïdine concentrée sur la plaque de verre ou sur le bouchon si l'objet n'y adhère pas suffisamment. On fait sécher à l'air la préparation ainsi entourée de celloïdine, puis on la baigne pendant vingt-quatre heures dans l'alcool à 80° où la masse d'inclusion se solidifie complètement. Le degré de consistance obtenu varie avec la rapidité plus ou moins grande avec laquelle la celloïdine a séché à l'air; il est plus élevé si la dessiccation a été opérée lentement. Mais, si l'on emploie le i)r()cédé de la congélation, il suffit d'une demi-heure de séjour des morceaux à l'air pour obtenir une consistance suffisante : autrement, les morceaux seraient ti'op durs et se détacheraient de la pla([ue de rinstrunu'ut.
Lors(ju'on fait usage d'autres microtomes, il est très utile de ralentir le ])lus possible la dessiccation, en mettant la i)ièce à l'abri de l'air sous une cloche de verre. Pour cela, on ne se contentera pas de porter sous la cloche la i)ièce baignant dans la celloïdine et placée sur bouchon, mais on entourera ce dernier d'une bande de pai)ier carton fixée au moyen d'uiu' aiguille. C'est dans le récipient ainsi formé (ju'on verse une mince couche de celloïdine : on y place ensuite le fragnuMit qu'on recouvre abondamment de la même substance. Il faut une couche d'environ deuxmilliniètres d'épaisseur entre le bloc et le l)ouchon sur lequel on évitera de comprimer la pièce. Ainsi enveloppée d'une couche épaisse de celloïdine, la préi)aration sèche très lentement, en un, deux ou trois jours, et acquiert une consistance aussi solide qu'avec la parafline.
On évitera la production de huiles d'air trop nombreuses dans l'enveloppe de celloïdine en versant lentement celle-ci sur la pièce et en pratiquant quelques piqûres d'épingle au moment de l'enveloppement. La pièce ainsi préparée est placée pendant quelques heures sous une cloche en verre, légèrement soulevée d'un côte' pour permettre l'évaporation de l'alcool et de l'éther.
On est parfois obligé de fixer la pièce, lorsqu'il s'agit de morceaux de membrane par exemple, sur le bouchon à l'aide d'aiguilles ou d'une goutte de collodion.
On enlève l'anneau de papier lorsque l'objet est devenu complètement solide; on donne alors au bloc de celloïdine, à l'aide d'un scalpel, la forme rectangulaire qui se prête le mieux à l'action du microtome (1).
(l) On peut aussi former «les blocs »le celloïdine ou de parafline à l'aide du cadre métal-
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Lorsqu'on veut conserver aux coupes leur enveloppe de celloïdine, on se garde de les laisser trop longtemps dans l'alcool absolu, employé pour les déshydrater, car celui-ci dissoudrait la celloïdine. Aussi porterat-on les coupes, après coloration et lavage, dans l'alcool à 96*" qui leur enlèvera une grande partie de leur eau; puis, pour les en débarrasser complètement, très rapidement dans l'alcool absolu. Nikiforoff recommande, pour conserver le manteau de celloïdine, la déshydratation dans l'alcool absolu et l'éther à parties égales, c'est-à-dire l'addition à l'alcool d'un liquide qui s'y mélange bien, ne renferme pas d'eau et ne dissout pas la celloïdine.
L'essence de girofle dissout la celloïdine et est contre-indiquée ; on emploie en revanche les huiles de bergamote, de cèdre ou d'origan. Mais il est souvent nécessaire d'enlever d'abord la celloïdine de la préparation avant de colorer les coupes, surtout si l'on veut opérer avec l'aniline. On les porte alors, de l'eau ou de l'alcool dilué où on les avait placées après leur section, dans l'alcool absolu, puis pendant dix à quinze minutes dans un mélange d'alcool absolu et d'éther à parties égales, ou dans l'huile d'œillette; de nouveau dans l'alcool absolu, et finalement dans l'eau. Alors seulement on fait agir le colorant. Mais, comme les coupes celloïdinées offrent une certaine lenteur à l'action des colorants, on aura recours de préférence aux bains légers et prolongés.
Résumons les manipulations de l'inclusion dans la celloïdine et le traitement consécutif des pièces :
1° Durcir ou achever de durcir dans l'alcool absolu;
2° Laisser séjourner deunàcinq jours danslasolution faible de celloïdine ;
3° Laisser séjourner de un à cinq jours dans la solution forte de celloïdine;
4° Dessécher à l'air sur bouchon ou sur plaque de verre ;
5° Baigner dans l'alcool à 80^ vingt-quatre heures;
6° Faire les coupes ;
T*' Colorer, laver;
8° Déshydrater dans l'alcool à 96°, puis, pendant une à deux minutes, dans l'alcool absolu ou dans un mélange à parties égales d'éther et de chloroforme ;
9'^ Éclaircir dans l'huile de bergamote [de préférence], de cèdre, d'origan, ou dans le xylol [ou dans la créosote] (1);
lique de la station de Naples, dont les bras mobiles servent, par rapprochement ou par écartement, à constituer des rectangles de différentes grandeurs.
(1) Comme milieu éclaircissant de la celloïdine, Weigert emploie le mélange de :
Xylol 3
xVcide phénique. . 1 qu'il déshytrate comme l'alcool absolu.
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10° Baume de Canada.
A cette méthode se rattache l'inclusion dans le collodion. On recouvre la pièce, sortie de l'alcool, d'une goutte de collodion élastique, exempt de traces d'huile de ricin, on la maintient quelques instants sur un bouchon, on verse une nouvelle goutte de collodion; après dessiccation, on porte le bloc dans un bain de vieil alcool, la pièce en bas; le durcissement complet se produit en quelques minutes.
II. Inclusion à la paraffine. — L'inclusion à la paraffine présente de nombreux inconvénients qui n'existent pas pour la celloïdine et qui en rendent l'application plus rare.
D'abord, il faut maintenir pendant quelque temps les coupes à 50°, puis les débarrasser de la paraffine avant de les traiter, de sorte qu'avec ce procédé on perd les avantapjes de l'inclusion, qui sont de maintenir en place les parties de tissus qui tendent à se détacher, et les exsudats. D'autre part, ce procédé se prête moins à la coloration en masse des pièces pathologiques, qui est si fréquemment employée. Il ne convient guère pour les fragments volumineux qu'il risque de désagréger.
On opère comme suit.
On durcit ou on achève de durcir les préparations dans l'alcool absolu [qui sert en même temps à les déshydrater; la durée du bain de déshydratation varie de un à trois jours].
De là elles passent dans un produit dissolvant la paraffine, tel que les huiles éthérées et surtout le xylol (I); puis on les porte dans un thermostat à 30", dans un mélange de paraffines se liquéfiant à cette température [les variétés de paraffine ont despoinls de fusion différents (2). Imprégnée de paraffine liquéfiée, la coupe est portée dans une petite boîte de papier carton ou un cadre formé de deux lames métalliques rectangulaires qui peuvent s'appliquer l'une dans l'autre. La pièce doit être immédiatement orientée dans la situation désirée, ce qui ne serait plus possible après, la paraffine, en se solidifiant, devenant opaque. On accélère cette solidification en immergeant le bloc dans l'eau froide. On fixe celui-ci dans la pince du microtome et l'on en fait des coupes sans mouiller le couteau.
(1) On peut aussi employer l'essence de girofle ou le chloroforme pendant un jour ; celui- (•i pénètre bien, mais rend la pièce légèrement cassante. Du chloroforme, la pièce passe dans le mélange de : Rarafiine 1 gr.
Chloroforme. . 5 »
Séjour : deux à dix heures. Il faut parfois un deuxième et nn troisième bain pour enlever les dernières traces du lirpiide d'imprégnation. Schiefferdecker emploie l'huile de bergamote.
(2) Il est bon d'employer un mélange de ces paraflines: ainsi, 10 gr. de celle fondant à 45o (molle)et 12 de celle à 52o (dure). En général, pourtant, on ne peut guère déterminer la proportion que par tâtonnements. Elle varie du reste aussi avec la température ambiante et la consistance de la pièce.
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Les coupes sont portées dans lexyloi qui dissout la paraffine, puis dans l'alcool et dans l'eau, et finaleuïent, lorsqu'on n'a pas opéré la coloration en masse, dans les bains colorants.
Rèmmè. — L'inclusion à la paraffine comprend donc lesrègles suivantes :
1° Durcir ou achever de durcir dans l'alcool absolu ;
2° Vingt-quatre heures dans le xylol;
3° Une à douze heures à Tétuve à 50" dans la paraffine liquéfiée; 4° Orienter la pièce et solidifier la paraffine ; 5^ Faire les coupes; fi« Xylol ; 7° Alcool ;
8*^ Eau, colorants, etc.
En -général, les coupes à la paraffine sont trop fragiles pour qu'il soit possible de procéder d'emblée aux diverses manipulations de la coloration et du montage ; il est bon de les coller au porte-objet.
Collage des coupes à la paraffine. — 1. On dépose sur le porte-objet une couche mince du mélange a 3/1 d'essence de girofle et de collodion. Les coupes étant étalées et collées, on met le porte-objet pendant cinq à dix minutes dans un bain d'eau ou àl'étuve à GO'', puis dans un récipient plein de xylol, qui enlève complètement la paraffine [on peut aussi traiter par le chloroforme, après avoir fait sécher avec soin et laisser refroidir le porte-objet]; on monte alors les préparations dans le baume, si l'on a coloré la pièce en masse. Dans les cas où on n'a pas fait cette coloration, on passe le porte-oljjet du xylol dans l'alcool à 9G°, puis successivement dans l'eau (1), le colorant, le liquide de lavage, l'alcool et le xylol ; on monte finalement dans le baume. Outre le collodion à l'essence de girofle, il y a encore d'autres masses de collage.
2. Solution d'albumine. — Préparation : on bat en écume une quantité déterminée de blanc d'œuf et on y ajoute un même volume de glycérine. La masse est filtrée et portée en couche mince sur le porte-objet; on y étale les coupes; le porte-objet est placé quelque temps dans l'eau ou à l'étuve à 60^, pour solidifier la solution et faire adhérer les coupes.
On étend ce mélange avec un pinceau sur le porte-objet en couche très mince, et on y dispose les coupes en rangées, on les étale en les comprimant, pour empêcher l'interpositon de bulles d'air, on coagule l'albumine. On les porte dans le xylol, et ensuite dans Talcool absolu. Ce procédé contre-indique l'emploi de certains réactifs qui détermineraient le décollement: les acides forts et les alcalis. Le picrocarmin dissout aussi l'albumine. On pourra également se servir,
(1) Les récipients contenant les bains colorants où on plonge les porte-objets, sont des cylindres sans cols, à bouchon en verre, d'une hauteur inférieure à celle des porte-objets.
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par exemple, du carmin borate, dont on enlèvera l'excès au moyen de l'alcool chlorhydrique (à jl;^ ;!,'). 11 ne faut pas monter directement ces coupes du xylol dans le baume de Canada xylolé, car, l'albuaiine et la glycérine ne s'amaJgamant pas au xylol, il en résulterait des troubles. Le collage à l'albumine est actuellement d'un emploi très répandu.
3. Solution de gumme-laqce. — On fait une solution concentrée de ^■omnie-la(tue blanche dans l'alcool, on en étend arec une tige de verre une très mince couche sur le porte-objet préalablement chauffé ; on y presse les coupes pour les étaler. On place alors les porte-objets dans une petite boîte où on les expose aux vapeurs d'une petite quantité d'éther.
Traitement consécutif : bain d'eau ou étuve chauff'ée; xylol pour dissoudre la paraffine, etc.
Chun a simplifié le procède' de la manière suivante : il chaufl'e à la flamme le porte-objet et les coupes qui y sont étale'es, jusqu'à fusion de la paraffine ; la laque se liquéfie, de telle sorte qu'après refroidissement, les coupes sont incluses dans cette substance solidifiée. L'essence de girolle n'est pas employée.
Procédé de Gault et d'Allmann. Il est d'cpplication difficile, mais fournit de bons résultats. On étend de l'eau ou de l'alcool faible sur un porte-objet, on étale les coupes paraffinées, puis on enlève avec du papier buvard l'excès du liquide; on sèche la plaque à Tétuve à 35° pendant un jour, puis on la soumet pendant quelques minutes à une température supérieure à celle du point de fusion de la paraffine. Les coupes sont alors à même d'être soumises aux traitements variés.
III. Méthode combinée de la paraffine et de la celloïdine
L'inclusion dans la parafline et la celloïdine combinées permet d'obtenir des coupes minces et grandes à la fois. Voici le jjrocédé :
1° Porter la pièce de l'alcool dans un mélange d'alcool absolu et d'éther à parties égales, pendant (juelques heures ;
"2" Imprégner pendaid vingl-cjualre heures dans une solution de celloïdine de concentration moyenne;
3'^ Porter dans l'huile d'origan :
4" Porter dans un mélange de parafline et d'huile d'origan chauffées 1 iO" au plus ;
Porter dans la parafline liquéfiée.
Le traitement consécutif est celui de l'inclusion ordinaire à la paraffine.
Méthode de Field et Martin (1) :
L'objet déshydraté dans l'alcool absolu est porté dans un mélange à parlies égales d'alcool absolu et de toluol.
•2° Après quelques heures, on le dépose dans une solution de celloïdine et de paraffine dans un mélange d'alcool et de toluol à parties égales. Pour prépa-
(1) Zellsc/trift f. MikrosJiople, Bd. XI, Hf. 1, 1894.
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rer ce liquide, on imprègne avec une petite quantité de toluol une plaque de celloidine sèche, puis on ajoute avec précaution le mélange préalablement préparé de toluol et d'alcool. Cette solution de celloidine a une consistance visqueuse ; on y dissout peu à peu de petits morceaux de paraffine; à mesure que la concentration augniente, la dissolution s'opère plus difficilement, et il faut même chauffer légèrement le mélange à 20** ou à 25°; le mélange doit avoir la consistance d'une solution concentrée de paraffine.
3° L'objet est alors enveloppé du mélange de paraffine celloïdinée et déposé dans le chloroforme saturé de paraffine, puis traité d'après la méthode de Bûtschli ; ou bien on le porte dans un petit flacon et on le recouvre d'une quantité suffisante du mélange d'inclusion. On ajoute, en chauffant, un excès de petits morceaux de paraffine.
Le traitement consécutif est identique à celui des inclusions à la paraffine. Mais il est recommandable d'opérer les coupes en une seule séance. Pour éclaircir celles-ci, on ne fera pas usage de l'essence de girofle ou de térébenthine. Si l'on veut dissoudre la celloidine, on emploiera le toluol et l'alcool.
IV. Autres méthodes d'inclusion. — Depuis la découverte de l'inclusion dans la celloidine, il est à peine nécessaire de mentionner d'autres méthodes. Celles que nous allons décrire ne peuvent convenir que pour des examens grossiers et rapides.
1. Foies de veau et foie amyloïde durcis. — On en prend deux morceaux et on dispose entre eux de i^etits morceaux, surtout des parties membraneuses, qu'on peut couper immédiatement. On coupe un morceau de foie amyloïde en deux, on place la pièce pathologique entre ces deux moitiés, et on en fait des coupes à main levée avec un rasoir ou sur un petit microtome cylindrique.
On peut employer dans le même but le ffomage de Hollande qui a été traité pendant quelque temps par les alcools à 25" et 95°.
Signalons aussi les inclusions au savon et à la gélatihe.
On a préconisé le savon comme masse d'inclusion de certains tissus. Comme il est soluble dans l'alcool et qu'il contient une proportion considérable d'eau, « il permet l'inclusion par infiltration d'objets qui n'ont pas été déshydratés, considération quelquefois très importante. Les masses sont pénétrantes, elles sont parfaitement transparentes et possèdent une consistance qui fournit les plus belles coupes. Après lavage, les coupes sont dans un état avantageux pour subir le traitement par les réactifs les plus divers. Ce que nous reprochons à cette méthode, c'est d'abord la nécessité absolue d'enlever la masse des coupes par des lavages soignés, nécessité qui rend cette méthode peu propre à la préparation des séries de coupes, puis le ratatinement sérieux qui suit le refroidissement de la masse » (Lee et Henneguy) et la formation de cristaux.
L'inclusion à la gélatine est une méthode qui offre l'avantage d'être applicable à des objets qui n'ont pas été déshydratés, voire même à des objets qui n'ont été traités que par des liquides aqueux. Elle peut donc rendre des services pour l'étude d'organismes délicats. Le mode opératoire est le même que pour les
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autres masses liquides à chaud, si ce n'est que, pour la gélatine, les objets doivent être pénétrés par l'eau et non par l'alcool ou une esssence. Après inclusion et refroidissement de la masse, on peut quelquefois procéder immédiatement à l'opération des coupes ; mais il est rare que la masse acquière sans autre traitement une consistance suffisante. Pour la durcir, on peut la traiter pendant dix à trente minutes avec l'alcool absolu ou par l'acide chromique (Lee et Henneguy).
2. Moelle de sureau. — Elle s'emploie de la même façon; on en fend un morceau en deux moitiés et on place l'objet entre elles. On met le tout pendant quelques minutes dans l'eau, où la moelle gonfle, en enserrant solidement la préi)aration. On coupe directement à main levée avec le rasoir, ou sur le microtome cylindrique.
Ilyaune autre méthode d'inclusion plus primitive : on pose l'objet, qui ne doit pas avoir plus de quelques millimètres de hauteur, sur un bouchon dans une grosse goutte de solution gommeuse. On p ace alors le bouchon dans l'alcool à 9G°, où la gomme se solidifie et constitue à la préparation une enveloppe consistante.
CHAPITRE Yl
Si l'on veut faire ressortir les vaisseaux sanguinset surloutle système capillaire, qui est peu apparent à l'état normal, les vaisseaux lymphatiques, les vaisseaux des canalicules glandulaires, on recourra à la méthode des injections, c'est-à-tlire à laréplétion de leur lumière par les solutions colorantes; mais ce procédé n'est pas aussi fréquemment applicable en histologie pathologi([ue qu'en histologie normale.
La condition essentielle est de ne pas déterminer de déchirure des vaisseaux ni d'épanchement artificiel ; en outre, il faut que la pression soit aussi constante que possible. Avec de la pratique, on arrive à régler la pression nécessaire en employant les seringues ordinaires, mais ce procédé est plus long. L'instrument doit être manié avec précaution et le piston fonctionner facilement. La fermeture doit être hermétique au niveau du point où on adapte la canule, afin d'éviter l'injection de bulles d'air. On lie la canule à l'entrée du vaisseau et on injecte jusqu'à ce qu'on obtienne une coloration suffisamment intense ou (jue le liquide s'échappe par les veine?i depuis quelque temps.
Souvent le liquide coule, au début de l'injection, des vaisseaux lésés superficiellement, surtout des veines capsulaires (reins); c'est pourquoi il peut être nécessaire de fermer ces vaisseaux de sortie à l'aide de pinces ou de serre-fines.
Lorsqu'on a à sa disposition une conduite d'eau, on pourra construire facilement avec deux bouteilles un appareil à pression constante, qu'on élève ou qu'on abaisse à volonté. Le premier flacon A est fermé hermétiquement, et est en communication avec le robinet d'une conduite d'eau, au nu)yen d'un tube de verre qui plonge jusqu'au fond. De la partie supérieure du même flacon part un autre tube recourbé qui se rend dans un second flacon B percé de deux trous ; il s'ouvre à la partie supérieure. Ce flacon B est également pourvu, comme les réservoirs des seringues ordinaires, d'un second tube en verre, recourbé aussi, et plongeant
jusqu'au fond; on adapte à sa sortie une canule à l'aide d'un joint en caoutchouc. On remplit le second flacon B avec le liquide d'injection, on fait couler dans le flacon A une certaine quantité de l'eau de distribution; ainsi l'air comprimé en A réagit sur le flacon B et par conséquent sur le liquide d'injection.
Mais la conduite d'eau peut être remplacée par un troisième flacon C qu'on place plus haut et qu'on remplit d'eau ou de mercure. Ce troisième flacon est relié au flacon A par un tube de caoutchouc muni d'un robinet à fermeture. En ouvrant ce dernier, il s'écoule une quantité voulue d'eau ou de mercure dans le flacon A, où l'air se comprime comme dans le cas de la conduite d'eau. Il est évident que le flacon G, s'il est rempli d'eau, sera placé plus haut que s'il contient du mercure, afln d'augmenter la pression.
Les masses d'injection sont liquides à froid et le colorant y est tenu en suspension dans l'eau ou dans la glycérine; il y èn a qui ne sont liquides qu'à chaud, à cause de la colle qu'elles contiennent, et se solidifient à la température ordinaire.
Ce sont ces dernières qui donnent les meilleurs résultats, mais le procédé est plus compliqué, parce que l'organe lui-même doit être maintenu de \0° il 50", aussi bien que la masse d'injection. Le mieux est de porter l'organe dans l'eau chaufl'ée au degré voulu.
Parmi les masses d injection recommandées, nous citerons :
Bleu de Berlin soluhle i
Eau distillée 20
Ranvier mélange deux solutions concentrées de ferrocyanure de potassium et de sulfate ferrique, qui forment un précipité insoluble de bleu de Prusse; on filtre; la masse bleue qui reste sur le filtre est lavée à l'eau jusqu'à ce qu'il s'écoule un liquide bleu, ce qui demande parfois vingt-quatre heures. Le bleu de Prusse est devenu soluble; il suffit de dessécher la bouillie restée dans le filtre.
Les pièces ainsi injectées peuvent être fixées par l'acide chromique et le
liquide de Millier.
Liquide de Cohmieim
Bleu d'aniline 1
Solution de sel marin à 0,5 % 600
3. Masse collante et bleu de Berlin, d'après ïiiierscu. — On prépaie r
a) Une solution saturée à froid de sulfate d'oxydule de fer;
I)) Une solution saturée à froid de ferrocyanure rouge de potassium ;
c) Une solution saturée d'acide oxalique;
d) Une solution de colle à 2 pour 1.
On mélange d'abord, dans une capsule en porcelaine, 15 grammes ée d
avec G cent. cub. de a. Dans une seconde capsule on mêle 30 grammes de ^/avec 15 cent. cub. de />, et on ajoute ensuite 12 cent. cub. de c.
Les masses sont alors ramenées dans les deux capsules à 30'', et le contenu de la première est versé, par gouttes et en agitant constanunent, dans la seconde. Pais la masse totale, colorée en bleu intense, est chauffée de 70 à 100°, et filtrée à travers la flanelle dans un entonnoir à eau chaude.
4. MÉTHODE DE KoLLMANN i itijectioti liquide à froid de carmin. — On dissout un gramme de carmin dans un peu d'eau additionnée de quinze goutets d'ammoniaque concentrée, et dans 20 cent. cub. de glycérine. On ajoute encore un mélange de 30 grammes de glycérine avec un gramme de sel marin.
On peut obtenir des masses d'injections préparées, liquides à froid et à chaud, chez M. Grïibler, de Leipzig.
Quand on emploie une masse d'injection liquide à la colle, on met l'organe, après l'injection, dans l'eau froide, qui accélère la solidification de la masse, et de là dans l'alcool à 80".
Les organes qui sont injectés avec des masses liquides à froid, sont directement portés dans l'alcool et coupés, au bout de quelques heures, en morceaux d'un certain volume.
Injection des vaisseaux lymphatiques par la méthode des piqûres. — Ce procédé mérite encore une mention. On enfonce avec précaution une canule à l'endroit choisi; le mieux est de le faire à travers une paroi vasculaire ou dans son voisinage. Et l'on injecte, sous une pression réglée, les fentes lymphatiques rendues accessibles et les vaisseaux lymphatiques.
On injecte du bleu de Prusse ou du nitrate d'argent à 1 , ou bien la préparation suivante : on mélange de la gélatine à une grande quantité û'eau pendant douze heures, on la presse avec les doigts et on chauffe. Au moment où elle se liquéfie, on ajoute le nitrate d'argent (1/4 % ).
Imprégnation des voies lymphatiques. — Altmann a recommandé la méthode suivante :
1" On place les pièces fraîches pendant cinq à huit jours dans Tune des solutions :
Huile de ricin
Alcool absolu 1 »
2° Laver à l'eau pendant quelques heures (pour enlever les particules graisseuses superficielles et précipiter celles des canaux). 3« Solution d'acide osmique à 1 vingt-quatre heures.
4® Corrodera l'eau de javelle les pièces divisées en fragments ou en coupes au microtome à congélation.
CHAPITRE VII
I. On se sert de préparations fraîches ou durcies pour obtenir des coupes destinées à l'examen microscopique. Elles sont en général pratiquées après le durcissement de la pièce, qui en rend la coloration et la préparation plus faciles. Il ne faut pas négliger pourtant de faire ces coupes sur des pièces fraîches et de les examiner dans l'eau ou dans une solution de sel à 0,6 % ou dans l'une des solutions indiquées au chapitre ii. Le durcissement modifie en efl'et certaines propriétés des tissus.
Pour beaucoup de cas, il suffira de faire des coupes à la main à l'aide d'un rasoir concave sur chaque fcwe (1).
L'objet à couper est tenu entre le pouce et l'indicateur de la main gauche et dépasse légèrement le bord radial de celui-ci. On pratique une surface de coupe lisse et on taille ensuite des coupes aussi minces que possible [on fait agir la lame dans toute sa longueur].
La lame du rasoir est fixée au niveau du talon du manche, avec le pouce et l'indicateur droits [le pouce du coté du tranchant, l'index et l'indicateur au dos de l'instrument]. Il suffit alors (ïincUner légèrement le tranchant vers la préparation et de le faire glisser sur elle sans pratiquer la moindre pression.
Il est facile d'obtenir des coupes régulières en plaçant la lame du rasoir sur le coté radial de l'indicateur gauche qui tient la préparation et qui sert de point d'appui.
Il faut humecter constamment et abondamment le couteau, dans le cas de préparations fraîches, avec de l'eau ou de l'alcool très dilué, avec de
(1) Le rasoir doit être bien aiguisé. Voici comment on le passe sur le cuir : on applique la lame sur celui-ci, on tient le manche avec la main tout entière, l'index appuyant sur l.i. lame; on tire la lame à soi, le dos en avant; on amène en même temps toute la longnesr e;i contact avec le cuir, en commençant par la partie rapprochée du manche. On retourne aloi's la lame sur le dos et on la porte en avant par un mouvement inverse, le pouce appliqué sur elle.
Falcool .rt dans le cas de préparations durcies. On porte les coupes dans un récipient large et plat renfermant de l'eau ou de l'alcool dilué. Les rasoirs doiiMes n'ont aucune utilité.
Les coupes les plus parfaites, les plus régulières et les plus grandes, s'obtiennent à l'aide des microtomes. Voici les principaux modèles :
1. Microtome à cylindre mobile (i). — Il est en métal et muni d'une plaque protectrice en acier. Il est constitué par un cylindre creux dont le fond peut être relevé au moyen d'une vis agissant par en bas et soulevant la préparation. Le cylindre est pourvud'une plaque métallique à sa partie supérieure. Pour pratiquer des coupes, on se sert du rasoir creux sur chaque face et à tranchant droit, que l'on humecte d'alcool ainsi que la préparation ; on le place sur la plaque protectrice et on opère sur elle sans pression, de manière que le tranchant agisse du talon à l'extrémité. Le médecin praticien ne peut guère se servir que d'un microtome moliile dont le cylindre creux mesure de 12 à 18 millim. de diamètre, et la plaque protectrice 12 millim. environ du bord à l'ouverture centrale. Avec cet instrument, on peut employer n'importe quel rasoir à tranchant droit, alors qu'avec une plaque protectrice plus grande ou un cylindre plus large, il faut un rasoir spécial.
Le microtome cylindrique ne sert qu'à couper les préparations durcies. Si elles supportent, comme c'est généralement le cas, une certaine compression sans se modifier considérablement, on les inclut entre les deux moitiés d'un morceau de foie amyloïde ou de moelle de sureau, coupé de façon à bien remplir le cylindre creux.
Si la pièce ne peut pas être comprimée, on verse dans le cylindre creux de la paraffine liquéfiée par la chaleur pour en remplir le fond. Le morceau est placé dans le cylindre dont on remplit également la lumière restante avec de la paraffine liquéfiée. Il s'agit donc d'envelojjperldiipièce dans la paraffine sans l'imprégner complètement comme dans le cas de l'injection.
Au reste, on peut faciliter fadhérence de la paraffine à la préparation en plaçant celle-ci pendant quelques heures dans un dissolvant du produit, dans le xylol, la benzine ou l'huile de bergamote, par exemple. Les mêmes réactifs serviront à enlever la paraffine des coupes.
Les microtomes munis d'un appareil pour les fixer à une table ne son guère pratiques. Les microtomes à cylindre non mobile, et ceux dont la plaque protectrice est couverte de verre, ne sont point recommandables non plus.
(1) Microtome deRanvier
2. Microtomes à traîneaux. — Ce sont des instruments beaucoup plus perfectionnés. Ils donnent des coupes plus minces, plus régulières et plus grandes.
L'appareil doit être lourd et à base large. Le rasoir est placé sur un traîneau [ou plot suffisamment lourd et pourvu de plusieurs pas de vis servant à fixer la lame dans différentes positions]; le traîneau est mobile sur trois rails qui doivent être bien polis et bien huilés.
La pièce est fixée dans une pince [l'étau porte-objet], qui doit être articulée de façon à pivoter dans tous les sens et à permettre de couper suivant différentes obliques.
La préparation est directement fixée dans cette pince, ou bien dans un appareil cylindrique, en faisant ou non usage d'une enveloppe de foie amyloïde ou de moelle de sureau ; ou bien on la fixe sur un bouchon qui est lui-même maintenu à l'aide de pinces.
C'est ce dernier procédé qui est le plus en usage. Pour l'employer, on excise un morceau en disque aplati, et on le fixe avec de \diCoUe liquide sur un bouchon dont on a érodé la surface avec un couteau. Le bouchon est alors placé pendant quelques heures dans l'alcool concentré ou absolu, où la masse colloïde prend une consistance solide.
On obtient l'adhérence plus facilement encore en faisant usage d'un mélange de gélatine et de glycérine : on met la gélatine pendant quelques heures dans l'eau, où elle gonfle, et l'on y ajoute son volume de glycérine, puis un peu de camphre, ou mieux encore des traces de sublimé qui empêchent le développement de moisissures. La masse liquide est filtrée sur linge et solidifiée. Pour s'en servir, on en liquéfie au-dessus de la flamme un morceau du volume d'un pois, qu'on place sur un couteau, et l'on en dépose quelques gouttes sur le bouchon où l'on met la pièce. Cette masse se solidifie très rapidement dans l'alcool.
On n'oubliera pas que les morceaux qu'on colle sur bouchon ne doivent pas être trop grands. Ils ne doivent pas avoir plus de 8 millim. de haut, pour ne pas plier devant le rasoir.
En général, on disposera le rasoir en angle aussi aigu que possible par rapport à la préparation , de telle sorte que la lame puisse être complètement utilisée pour la coupe; on ne lui donnera une situation se rapprochant de la perpendiculaire que pour les pièces petites et très dures. Mais il est difficile d'énoncer de bonnes règles générales; souvent il faut tâtonner pour donner au couteau la situation convenable.
On aura soin de tenir le rasoir du microtome à traîneau constamment humide, de même que l'objet, avec de l'alcool qu'on étend à l'aide d'un pinceau. On a construit à cet effet des appareils à égouttement [ainsi, l'irri-
gateur automatique de Beruliard, qui se fixe sur l'armature de l'instrument].
Voici, en résumé, la description de l'appareil de Jung. Il est essentiellement constitue' par le statif et par trois traîneaux : les traîneaux de l'objet, du rasoir et de la vis micrométrique. Le statif est formé de quatre plaques métalliques dont la première repose sur la table; la seconde est implantée sur celle-ci perpendiculairement et porte de chaque côté une autre plaque disposée en angle aigu ouvert en haut et portant des rails. Les coins métalliques, les traîneaux, y sont disposés et s'y meuvent sur des pieds en ivoire ou sur des boutons. Le traîneau du rasoir est placé d'un côté, les deux autres de l'autre. Le rasoir est fixé au premier par la poignée dans laquelle s'engage la vis d'arrêt : on le dispose de façon à en utiliser toute la longueur ou une partie seulement. Il a parfois la forme d'un coin, dont la face inférieure est lisse et la supérieure évasée. Le plot de l'objet, le porte-objet, est ouvert ou fermé à l'aide d'une vis : il supporte l'objet ou le bloc de la préparation auquel un dispositif spécial — l'appareil à orientation — donne la direction désirée. Or, la voie du plot du rasoir est horizontale, tandis que celle de l'objet est oblique en haut. Si l'on fait avancer le traîneau de l'objet à l'aide de la vis micrométrique, il s'élève, et avec lui la préparation, qui pourra dès lors être coupée; les coupes sont évidemment horizontales. Le nombre de tours ou de fractions de tours effectués par la vis micrométrique permet de mesurer l'épaisseur de la coupe (la valeur d'un tour est de 15 [jl pour le microtome de Jung; 10 divisions 2/3 d'un tour correspondent à 10 |x). Lorsque l'on pousse le traîneau du rasoir, on évite de presser sur lui, afin de ne pas déplacer la couche d'huile des rails (il ne faut pas huiler les plaques de verre dont sont pourvus certains microtomes). On évitera aussi défaire des coupes épaisses, afin de ne pas émousser le couteau. Il faut encore veiller à ce que toutes les vis soient bien serrées, de manière à fixer solidement la pièce et le rasoir aux traîneaux. L'obliquité d'orientation du rasoir convient surtout pour les objets difficiles à couper. Enfin, on dispose parfois la lame transversalement pour pratiquer les « coupes en tienia » : les petits objets, enrobés dons la paraffine, sont sectionnés en coupes qui restent adhérentes par leurs bords à la lame.
On enlève les coupes du rasoir au moyen d'un pinceau fin, et on les porte dans un récipient renfermant de Teau ou de l'alcool dilué. On peut aussi opérer très bien avec une aiguille en argent, mousse et flexible. On évite naturellement de toucher le tranchant de l'instrument. On aura soin de tenir l'appareil en parfait état de propreté, on le garantira du contact des acides et de l'humidité, et on le recouvrira d'une cloche ou d'une caisse en bois ou en verre.
On coupe à sec les préparations à la paraffine. Comme elles s'enroulent facilement, on a imaginé des ètaUurs de coupes : ils sont composés d'un fil métallique recourbé en crochet, fixé au rasoir, et se placent par leur partie antérieure au-dessus de la préparation. Mais on peut empêcher l'enroulement d'une façon très simple : on dispose une bande étroite de papier-
carton (carte de visite) avec laquelle on comprime, de la main gauche, la coupe sur le rasoir. On peut aussi employer une petite spatule en corne ou une aiguille, un pinceau avec lequel on retient le bord de la coupe qui commence à s'enrouler. Lee et Henneguy conseillent de tailler le bloc paraffiné en prismes à arête aiguë, de manière à donner aux coupes la forme d'un triangle juste assez large à sa base pour contenir la section de la pièce, et dont la hauteur ait deux fois environ la longueur de la base ;• on oriente l'arête du prisme vers le tranchant de la lame. La coupe placée sur un porte-objet avec la dernière spire en bas, il suffît de chaufTer légèrement pour que la partie contenant l'objet se déroule complètement.
Microtome de Gudden. — Il permet de pratiquer des coupes dans l'eau et convient surtout pour les grandes coupes du cerveau. La pièce est placée dans un cylindre métallique et est soulevée à l'aide d'une tige. Le cylindre et le couteau se trouvent dans une cuvette pleine d'eau. Pour fixer l'objet au cylindre, on emploie un mélange composé de :
La pièce destinée à être coupée sous l'eau est soigneusement de'barrassée des parcelles d'enveloppes qui pourraient y adhérer encore. Les pièces durcies au bichromate de potasse, lorsqu'elles sont à point, sont d'ordinaire assez résistantes et élastiques tout à la fois, pour être manipulées sans risque dans un liquide quelconque. Lorsqu'on les sèche avant de les introduire dans le microtome, il faut les manipuler avec soin, le cerveau et la moelle épinière surtout. La pièce à inclure est-elle bien propre, on commence par lui donner un bain d'eau à 35" ou 40°, afin que le mélange stéarinique se moule exactement sur toutes les parties. En se refroidissant dans le cylindre, ce mélange se prend, généralement, de la périphérie vers le centre, et la pièce se trouve parfaitement saisie dans la masse. Pendant que la pièce baigne, on fait fondre dans une cupale ou, s'il s'agit d'un cerveau entier, dans une casserole en fer battu, des morceaux de stéarine mélangés à des morceaux de paraffine, ou bien des morceaux de la masse sus-indiquée, la quantité étant proportionnée au volume de la pièce. Pour remplir le cylindre du microtome, la masse fiuide ne doit pas être en état d'ébullition ; il faut, lorsque les morceaux sont fondus, enlever le tout de dessus la llamme et laisser la masse se refroidir un peu, de sorte que le doigt puisse supporter le contact de la masse fiuide. A ce moment, la pièce est sortie du bain d'eau chaude, séchée entièrement avec un linge très fin et avec des morceaux de papier joseph ; on la place dans la position qu'elle doit occuper pour être coupée. Tout d'abord, on ramène le fond du cylindre à une hauteur correspondant à celle de l'objet à couper, en tournant la roue dentée. On le place par un de ses côtés sur le fond du cylindre et dans l'espace compris entre les trois boutons métalliques qui en garnissent le milieu ; il faut parfois le caler entre ces boutons avec des morceaux de liège, d'allumettes, etc., placés là où le couteau ne passera pas. Alors on remplit doucement le cylindre
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avec la masse fluide, en ayant soin de ne pas arroser la pièce. Le cylindre rempli, le mélange se rétracte, et on ajoute encore une petite quantité de la masse qu'on laisse alors prendre dans l'immobilité: la masse est durcie au bout de quelques heures. On remplit alors la cuve du microtome avec de l'eau bouillie, refroidie et tamisée à travers deux linges. Cela fait, on recouvre le microtome. Le lendemain, on enlève, circulairement et par couches excentriques, en évitant les rayures de l'anneau, la stéarine, de façon que la lame ne tranche que la pièce (Mercier).
Dès ce moment, on se met à couper. La cuve doit être toujours suffisamment pleine d'eau propre. Le couteau doit être couvert par l'eau; il coupe de haut en bas, en s'appuyant à droite contre la règle métallique placée diagonalement sur le fond de la cuve. Il doit être dirigé plutôt par les pouces de l'opérateur que par les mains, les autres doigts n'appuyant que légèrement; le pouce gauche pousse la lame dans la direction du pouce droit; celui-ci reprend, pendant que le premier revient en arrière, et ainsi de suite. La lame doit passer sur toute l'étendue du champ de section; on lui donne une direction parallèle au bord de la cuve. La coupe flotte sur l'eau, on la pêche des deux mains. Si la pièce vacille, on la déchausse et on la garnit de térébenthine et de cire à chaud.
Gela arrive lorsque le durcissement est incomplet ou que des vides se sont produits à son pourtour pendant le refroidissement.
Il existe aussi d'autres détails de manipulations qu'on acquiert rapidement par l'expérience. On pêche la coupe sur l'eau au moyen d'un morceau de papier, ou de préférence avec une toile métallique, un treillis fm en cuivre, où on l'étalé lentement à mesure qu'on la sort de l'eau. On l'immerge alors dans un bain d'eau distillée. Mais, s'il s'agit d'une coupe du cerveau entier, on plonge une plaque de verre qui fera porte -objet dans l'eau de la cuve, on la glisse sous la coupe, et l'on passe alors celle-ci dans une assiette renfermant de l'eau distillée (A. Mercier).
3. Microtomes à congélation. — Ils méritent une description spéciale. On place la coupe à la face supérieure d'une plaque métallique sur la face inférieure de laquelle on vaporise de l'éther [à l'aide d'une double boule en caoutchouc].
L'objet doit avoir 4 millim. de haut au plus pour se congeler facilement et régulièrement. On l'imprègne au préalable d'eau et on lui enlève toute trace d'alcool. L'imprégnation par l'eau est effectuée plus rapidement à 30° qu'à la température ordinaire. Mais, règle générale, il est bon de laisser au moins une nuit entière la pièce dans une grande quantité d'eau si elle a été durcie à l'alcool ; et au moins de douze à vingt-quatre heures si elle a été incluse dans la celloïdine. Les morceaux qui ont été placés dans le liquide de Millier peuvent être coupés directement ou après un très court séjour dans l'eau; le durcissement complémentaire dans l'alcool n'est pas nécessaire pour pratiquer les coupes en congélation.
On presse légèrement l'objet avec le manche du scalpel,jiisqu'à ce qu'il soit congelé. S'il ne se congèle pas complètement, c'est qu'il renferme
encore de l'alcool : il faut le porter à nouveau dans l'eau pendant quelques heures. On peut arriver pourtant à un résultat, en introduisant une goutte d'eau entre la préparation et la plaque métallique; on peut aussi badigeonner la face inférieure de la pièce avec une couche mince de colle liquide. Le morceau doit être congelé complètement, mais sans être trop dur, sinon le couteau ne mordrait pas convenablement et les coupes auraient un aspect ligné.
On place l'objet sur la plaque du microtome, de telle sorte qu'il soit attaqué par le rasoir par un angle ou par un côté tout entier. Il y en a qui conseillent de verser sur le rasoir, soit de la solution physiologique de sel marin, soit de la solution aqueuse d'acide chromique au tiers : la coupe nage dans ce liquide et on en prévient l'enroulement.
Ces microtomes n'ont pas une grande importance pour la coupe des objets frais qui viennent d'être prélevés sur le cadavre : ceux-ci subissent, en se congelant, de telles altérations qu'on ne peut souvent penser à en faire un examen minutieux. Maisils sont très utiles pour les objets qui ont été complètement durcis dans le liquide de Millier; les tissus ne sont pas altérés, et de plus le procédé est très simple et n'exige aucun préparatif, à fixation sur bouchon, etc. Disons aussi que les coupes sont beaucoup plus lines et plus régulières qu'avec les autres microtomes.
Les préparations durcies à l'alcool fournissent souvent aussi de bonnes coupes par congélation, lorsqu'elles ont été soigneusement incluses dans la celloïdine.
L'éther employé pour la congélation doit être pur. Les coupes sont déposées à mesure dans l'eau salée où elles dégèlent immédiatement.
On peut les traiter de diverses manières : 1° examiner dans l'eau salée, sans coloration: les contours des éléments sont très délicats, le tissu en général transparent j 2° examiner dans la glycérine, sans coloration: c'est rarement utile, parce que les contours sont à peine perceptibles ; 3° colorer au picrocarmin et monter dans la glycérine : les contours restent peu accusés, l'élection est plus lente, mais, si Ton conserve la préparation, elle devient très accusée ; 4*^ colorer à la vésuvine, en solution aqueuse glycérinée, qui, dans ces conditions, colore assez bien les noyaux; 5° ajouter progressivement de l'alcool au liquide où baignent les coupes, de façon à coaguler les albumines cellulaires, ce qui s'obtient assez rapidement, la tranche étant bien mince, puis traiter comme les coupes de tissus durcis dans l'alcool. La congélation amène la dissolution de l'hémoglobine des globules rouges, de sorte qu'il est plus difficile de les reconnaître [Bizzozero etFirket (1)].
Les microtomes se vendent chez MM. Becker (Goettingen), Jung (Heidelbcrg), Katsch (Munich), Long (Berlin), Scbanze (Leipzig). Signalons aussi
(1) E. Bizzozero et Ch. Firket, Manuel de microscopie clinique. Bruxelles, 1884, p. 48
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le rocking-microtome ou le microtome à bascule de la Cambridge Society, et celui de Demaige, de Paris, qui conviennent fort bien pour l'élaboration des coupes en séries ; puis les microtomes de Roy-Malassez et de Minot.
II. Coupes en séries. — La préparation des coupes en séries réclame une technique spéciale.
1. Préparations à la celloïdine. — Méthode de Weigert. C'est le procédé pratique des plaques ou pellicules collodionnées. 11 est aussi applicable aux coupes non enrobées dans la celloïdine. On coupe des bandes de papier closet deux fois plus larges que les coupes. La coupe est d'abord pressée avec une aiguille sur la lame du microtome, si elle n'y adhère pas d'elle-même. On applique la bandelette de papier sur la coupe et l'on tire à soi de haut en bas, en suivant l'obliquité de la lame. On cueille facilement la coupe lorsqu'elle ne nage pas dans une quantité trop grande d'alcool. La seconde coupe est ensuite appliquée de la même manière à droite de la première. Il faut avoir soin de tenir ces bandes en constant état d'humidité pendant qu'on y applique les coupes et surtout lorsqu'on les y a étalées. D'autres bandes seront tenues prêtes : on dispose, dans ce but, à coté du microtome, une assiette plate où l'on place une feuille de papier à filtrer imbibée d'alcool — un excès d'alcool ferait flotter les coupes — et, par dessus, une autre feuille de papier closet. C'est sur cette dernière qu'on dispose les bandes séparées, les coupes en haut. Il n'y a qu'un rang de coupes par bandelettes; le second rang sur la seconde bandelette est placé dans l'assiette à coté de la première, à sa droite. Il faut avoir soin de tendre légèrement le papier pour éviter le plissement des coupes. On peut laisser celles-ci dans l'assiette pendant plusieurs heures.
Lorsque toute la pièce est coupée, on applique les bandes de papier, les préparations en dessous, sur une plaque de verre recouverte au préalable d'une mince couche de collodion (1), et on exerce une légère pression. On détache facilement la bande de papier, et les coupes restent adhérentes en conservantleur sériation. Si les coupes sont encore trop humides, on les sèche suffisamment en étendant sur elles une feuille de papier à filtrer. On recouvre immédiatement ces préparations d'une seconde couche de collodion également mince et régulière; on étend cette seconde couche comme la première. On peut alors pratiquer les autres traitements de la coupe. On en fait le numérotage [avant que la seconde couche soit complètement sèche] avec un crayon fin trempé dans le bleu de mélhyle.
(1) On étend sur la plaque une certaine quantité de collodion, on lui imprime des mouvements, de façon que le liquide s'étale dans tous les sens, et on fait égoutter l'excès par un des angles. Cela fait, on dresse la plaque pour la faire sécher.
Lorsque l'on porte les plaques de verre ainsi préparées dans le bain colorant — pour le système nerveux, on s'adresse avant tout à l'hématoxyline de Weigert — toute la masse de collodion se détache très rapidement avec les coupes. Si l'on désire différer la coloration, on plonge la plaque dans l'alcool à 90°.
On achève la coloration et l'on découpe sous l'eau avec des ciseaux les plaques de collodion [ou bien on les étend sur une feuille de papier closet imbiJ)ée d'eau et on les coupe avec le papier], puis on passe dans l'alcool à 90°. Éviter l'alcool absolu. Il ne faut pas éclaircir les coupes dans l'essence de girofle, ni les soumettre à l'action de l'huile d'origan qui est sensible à des traces d'eau, mais éclaircir dans le mélange de :
Ce mélange est conservé dans un flacon et peut servir à nouveau; on met au fond de celui-ci un peu de sulfate de cuivre blanc sublimé, qu'on change lorsqu'il devient bleu.
Les coupes sont disposées entre deux feuillets résistants et subissent, avec facilité, les diverses manipulations. Cette méthode rend de grands services, bien qu'on lui ait reproché de ne pas être applicahie aux coupes enrobées dans la paraffine, et bien que parfois la coloration et la décoloration des coupes soient ralenties et ne s'opèrent pas d'une manière égale, et que des bulles d'air s'interposent entre les feuillets.
2. Coupes en séries à la paraffine. — On colle les coupes en séries sur le porto-objet, avec un mélange de trois parties d'essence de girofle et d'une partie de collodion. Le traitement consécutif, l'enlèvement de la paraffine, les autres manipulations, sont celles que nous avons déjà indiquées au chapitre V. On peut numéroter le porte-objet. Si les préparations ne sont pas collées au préalable, on les place directement sur le porteobjet.
Lorsque les coupes sont trop grandes pour pouvoir être portées en nombre sur le porte-objet, on emploie un procédé imité de celui de Weigert, et qui est le suivant.
Procédé iie Strasser. — On prépare des plaques sur papier à la gomme collodionnée en badigeonnant du papier à écrire bien tendu avec un mélange de :
On sèche le papier et on y frotte aussi rapidement que possible du collodion qu'on a dilué dans l'éther jusqu'à ce qu'il ait la consistance de la glycérine ordinaire, et auquel on a ajouté i % volume d'huile de ricin. On
Xylol
Acide carbolique pur
3 parties 1 »
Mucilage officinal de i^ninme aral)iqae.
Glvcéi'ine
4 parties 1 »
répète le badigeonnage plusieurs fois. La plaque de papier à la gomme coUodionnée est ainsi préparée, et on y porte, avant de couper le morceau de paraffine, une masse collante composée de :
Collodion 2 volumes
Ether 2 »
Huile de ricin 3 »
Les coupes, aussi lisses que possible, sont portées sur cette masse collante et recouvertes ensuite de la même substance.
On enlève alors la paraffine. Pour cela, on porte les plaques pendant une demi-heure au moins dans l'huile de térébenthine, puis dans le chloroforme. Du chloroforme, on les fait passer pendant quinze minutes dans l'alcool à 80° ou 85". Si, avant de les colorer, on porte les plaques dans l'eau ou dans l'alcool à 10**, la gomme et la plaque de papier se détachent; puis on procède comme dans la méthode de Weigert. Il est évident qu'on se servira des bains colorants aqueux afin d'enlever le papier.
3. Méthode de Darkscheuiitsch. — Cet auteur a préconisé un procédé relativement simple, permettant de pratiquer et de conserver les coupes en séries.
On remplit d'alcool un cylindre en verre ou un flacon ayant approximativement le diamètre des coupes, et l'on découpe des disques de papier buvard, d'une grandeur correspondante, qu'on numérote et qu'on place en ordre après imbibition dans l'alcool. On enlève la coupe du rasoir au moyen du morceau de papier qu'on place dessus avec une pression douce; les disques sont placés en colonne, la coupe en haut, avec leurs numéros d'ordre, dans le cylindre de verre ou dans un bocal d'un diamètre à peu près égal à celui des coupes qui vont être traitées.
On les conserve aussi longtemps que l'on veut. Pour les colorer, on aisse écouler l'alcool, on lave, si c'est nécessaire, dans l'eau distillée, et on verse dans le bocal la solution colorante. On renouvelle ce mode de procéder pour les lavages ou les bains subséquents. Dans les derniers actes des manipulations, on peut sortir les rondelles et les étaler sur des assiettes [isolément ou en commun]. Les coupes ne se détachent pas d'elles-mêmes.
4. Méthode d'Obregia à la photoxyline. — On prépare deux solutions :
l'' Solution A. On dissout du sucre candi pulvérisé dans de l'eau bouillante jusqu'à consistance sirupeuse; à 30 cent. cub. de cette solution on ajoute 20 cent. cub. d'alcool à 95°, puis 10 cent. cub. d'une solution sirupeuse de dextrine pure. La solution de dextrine s'obtient en ajoutant à une certaine quantité d'eau distillée, dans un tube à réactif, de la dextrine, pour obtenir, par la chaleur et l'agitation, un liquide d'une consistance sirupeuse.
2' On verse sur un porte-objet tenu horizontalement une quantité suffisante de ce liquide pour le recouvrir, et on laisse égoutter par un angle. On sèche la plaque en la posant à plat dans un endroit sec, à l'abri de la poussière.
3° Solution B ;
On laisse reposer et on décante le liquide dans un Uacon bouché à l'émeri. Au lieu de la photoxyline, on peut employer, dans les mêmes proportions, le coton celloïdiné très pur. On coupe.
4° On taille dans du papier de soie satiné une bandelette de la longueur du porte-objet et on la place dans une cuvette où on l'arrose d'alcool à 90*», le côté satiné en haut. On enlève les coupes de dessus la lame du microtome, au moyen d'une autre bande semblable que l'on applique sur la première ; les coupes sont ainsi placées entre les deux bandelettes et par ordre. On enlève la seconde bandelette, et on dispose les coupes sur la première comme on le désire.
On soulève alors délicatement celle-ci, les coupes en haut, et on l'applique sur une couche de papier-filtre reposant sur un plan incliné, jusqu'à ce que le luisant des coupes, produitpar un excès de liquide sur la bandelette, commence à disparaître; on soulève immédiatement la bandelette qu'on applique, les coupes en bas, sur le porte-objet préparé. On étend une feuille de papier à filtrer sur le tout, on appuie légèrement avec le doigt, et on finit par enlever la bande de papier satiné.
0° On recouvre la plaque avec la solution B, en laissant égoutter lentement l'excès du liquide, et on la laisse posée à plat, à Tair, jusqu'à ce qu'il se forme une pellicule.
Q° On numérote les plaques à l'aide d'une couleur à l'huile, telle que le jaune de chrome. Immédiatement on les plonge dans un bain d'eau fraîche et la pellicule se détache avec les coupes qui y sont fixées ; elle est fine et résistante.
Les coupes font corps avec la pellicule, ce qui facilite les manipulations subséquentes, qui deviennent en même temps plus rapides.
7<> On colore comme il a été dit pour les pellicules de Weigert. Mais le carmin et l'hématoxyline n'imprègnent pas ces préparations, et les couleurs d'aniline attaquent l'essence de girofle. Avec le coton celloïdiné, ces désavantages n'existent point.
Ce procédé convient aux pièces enrobées ou non dans la celloïdiné , de même aux pièces paraffinées ; mais ces dernières exigent quelques manipulations complémentaires.
Photoxyline . . . .
Alcool absolu . . . Ether sulfurique,
6 gr.
•aa ICO cent. c.
CHAPITRE YIII
TRAITEMENT DES PRÉPARATIONS MICROSCOPIQUES PAR LES RÉACTIFS ET LES MILIEUX COLORANTS
L'emploi des réactifs que nous avons sig'nalés au chapitre ii facilite l'examen des pièces qui ont été durcies, mais non colorées; la glycérine pure ou diluée dans son Aolume d'eau convient particulièrement pour cela.
Parmi les méthodes de dissociation des coupes, mentionnons l'enlèvement de parcelles à l'aide du pinceau, ou au moyen de secousses ou de la digestion artificielle.
Les deux premières méthodes sont surtout employées pour examiner le stroma conjonctif des organes glandulaires, des tumeurs, et particulièrement du cancer, alors qu'on en a écarté les cellules.
1. Méthode du^nnrectu. — Voici comment on la pratique. La coupe étant étalée sur le porte-objet, on la fixe d'un côté avec l'aiguille et l'on passe sur elle un pinceau à différentes reprises, en allant de l'aiguille au côté opposé. On peut opérer tout aussi bien dans un récipient contenant de l'eau.
2. Méthode des secousses. — On met la coupe dans un tube à réactif, en partie rempli d'eau, et on l'agite jusqu'à ce que les cellules se soient détachées.
3. Digestion artificielle, — Elle n'est pas d'un usage fort répandu en histologie pathologique. On place les coupes ou les fragments pendant plusieurs jours à l'étuve dans une solution de trypsine, puis dans un tube à réactif, où on les agite avec de l'eau, et l'on examine dans la solution de sel marin.
Pour préparer la solution de trypsine, on soumet un pancréas de veau frais à l'action d'un mélange d'alcool et d'éther, dans un appareil extracteur, jusqu'à ce qu'on obtienne une masse blanche très friable. On porte cette masse dans cinq à dix parties d'une solution d'acide salicylique à 0,5 % , àla température de 40", pendant trois à quatre heures, et on filtre.
La trypsine détruit les cellules et la substance conjonctive, en conservant les parties fibrillaires.
I, Technique générale de coloration.
Traitement et conservation des coupes après coloration. — La technique moderne des colorations est basée sur ce fait que les tissus affectent des affinités différentes pour les colorants qui mettent en évidence certains d'entre eux, alors qu'ils peuvent rester sans action sur d'autres tissus voisins.
Cette affinité des tissus à l'égard de ces produits se manifeste souvent après une simple coloration qui met en relief certains éléments. Tantôt tous les tissus d'une coupe peuvent être affectés d'une façon uniforme, mais tantôt l'un d'entre eux seulement peut rester inattaqué par des procédés de décoloration qui réagissent d'une manière positive sur les autres.
Le fait suivant surtout est important : les parties constitutives de la cellule, le protoplasma et le noyau, ne se comportent pas Tune comme l'autre vis-à-vis des matières colorantes : ainsi, le premier reste incolore ou à peu près, alors que le noyau prend une teinte isolée ou prédominante. Ce sont là des colorants nudèaires; ils jouent le plus grand rôle en technique histologique. On peut obtenir une différenciation plus nette encore des tissus par lamétliode de la douhle [ov\.de la triple] coloration^ qui consiste à faire agir des produits différents consécutivement ou simultanément dans la nuMuo solution ; on met de la sorte en évidence certains tissus, ou, s'il s'agit de cellules, on dift'érencie le protoplasma du vioyau par des teintes dift'érentes.
Avant d'aller plus loin, il faut insister sur ce fait que, bien qu'il existe de très nombreux procédés de coloration des pièces d'anatomie pathologique, m\ petit nombre cïeiitre eux doit suffire à presque tous les cas. Exemples : la safranine, le picro-carmin lithiné de Orlh, l'iiématoxyline en solution glycérinée acétique, l'iiémalun.
Règles générales de coloration.
Voici les règles générales d'après lescpielles on emploie les matières colorantes.
1° Il faut toujours filtrer les solutions avant de s'en servir; aussi est-il prati(iue de tenir les flacons fermés à l'aide d'un petit entonnoir en verre dans lequel on a placé un filtre. Celui-ci peut, en général, servir pendant quatre à six semaines.
1" Il faut que les coupes soient toujours étalées avec soin dans les liquides colorants et qu'elles ne reposent pas directement l'une sur l'autre : sinon, il y aurait des points qui ne seraient pas suffisamment colorés, tandis que d'autres pourraient l'être trop. Aussi recommande-t-on de
déplacer les coupes de temps en temps et avec précaution, au moyen d'une aiguille ou par insufflation. Il est surtout important d'employer de grands récipients et de grandes quantités de solutions colorantes; celles-ci seront reversées dans le flacon après usage, et conservées (1).
3° Le temps nécessaire à une bonne coloration n'est pas invariable : il ne dépend pas seulement de l'ancienneté du liquide, car les solutions vieilles colorent avec plus d'intensité et plus rapidement que les autres; le mode de durcissement, de conservation, et l'âge de la préparation jouent également leur rôle. Les anciennes préparations se colorent souvent plus lentement et d'une façon moins intense que les fraîches. Enfin, les cellules des divers organes se comportent d'une façon différente.
Il y a des colorants qui ont une affinité spéciale pour les noyaux, et que l'on appelle colorants des noyaux. Les plus employés sont le carmin, Fliématoxyline et les couleurs d'aniline. Parfois même ce sont certaines parties du noyau, la chromatine, qui fixent la couleur. Il en est ainsi pour la safranine. Nous distinguons encore la coloration en coupe et \îi coloration en masse. Lapremière a sur la seconde les avantages suivants : elle agit rapidement; elle se prête mieux à la double coloration; son action peut être contrôlée à mesure sous le microscope, et elle permet en géne'ral l'utilisation de colorants beaucoup plus nombreux.
Le débutant peut commencer par se familiariser avec l'emploi du picro-carmin de Orlh, de l'bématoxyline de Bœhmer ou de Delafied, ou de Fhémalun.
On arrivera à colorer les objets résistants :
a) En les faisant séjourner même pendant vingt-quatre heures dans le bain colorant;
b) En employant une solution fortement concentrée ;
c) En chaufl'ant le bain colorant et surtout en le faisant séjourner à l'étuve.
Le lavage des coupes, surtout dans l'eau distillée, doit se faire avec soin et être continué jusqu'à ce que l'eau ne se colore plus. Après cela, il est souvent utile de laisser séjourner la coupe pendant plusieurs heures dans une grande quantité d'eau distillée.
Montage des coupes. — A part quelques exceptions, les coupes seront montées, examinées et conservées, soit dans la glycérine, soit dans le baume de Canada. On examine les coupes colorées dans les milieux très réfringents : glycérine, xylol, essence de girofle. Mais, si l'on veut conserver, on aura recours a des produits qui sont transparents et déterminent une altération minima des préparations et des couleurs. On s'adresse en général à certaines résines : leur indice de réfraction est considérable et
(l) Pour les coupes qui baignent dans les liquides colorants, il peut être utile de se servir du « chercheur de coupes d'Obersteiner », dans l'Intérieur duquel est placé un miroir ; il suffit de placer le verre de montre avec le bain sur la paroi supérieure de la boite.
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permet d'examiner distinctement les objets colorés. Le xylol ne convient pas parce qu'il s'évapore; de même l'essence de girofle, qui altère un assez grand nombre de colorants. La résine d'ammar ne convient pas non plus pour le montage, surtout pour celui des préparations à l'hématoxyline.
i . Montage dans la glycérine. — Les coupes peuvent être portées dans la glycérine immédiatement après avoir été sorties de l'eau distillée ; mais les coupes à l'hématoxyline seront déshydratées au préalable, de la façon suivante : on les enlève sur une spatule où l'excès d'eau est absorbé avec du papier à filtrer, ou bien on les porte sur la lamelle avec de l'eau, on enlève celle-ci au moyen de papier à filtrer, et l'on ajoute la glycérine dont on peut ainsi mesurer la quantité nécessaire d'une manière plus précise.
Comme les coupes portées directement dans la glyce'rine se ratatinent parfois, il peut être utile de les faire passer au préalable par la solution physiologique de sel marin, de déposer la glycérine sur le bord du couvre-objet et de mettre le tout à l'abri de la poussière pendant quelques jours ; f eau s'évapore et est remplacée par la glycérine. Pour les préparations délicates (échinocoques), on peut même se servir du mélange deMcr/cel (eau distillée, alcool rectifié et glycérine à parties égales) où on les porte directement; l'eau et l'alcool s'évaporent rapidement [iNeelsen(l)].
Lorsque l'on veut conserver les coupes incluses dans la glycérine, on commence par les soustraire à l'action de l'air de la façon suivante.
Bordage. — On entoure d'abord les bords du couvre-objet d'une mince bande de cire molle; — on peut se servir d'un bâton de cire qu'on vient d'éteindre et qu'on porte, en traînée légère, sur le bord de la lamelle; si la lamelle se déplaçait pendant ces manipulations, on la fixerait avec une goutte de cire fondue. Pour réussir, il est nécessaire qu'il n'y ait pas de liquide en excès sur les bords; s'il y en avait, on l'absorberait avec un morceau de toile trempé dans l'alcool absolu (2).
Dans le cas où l'on veut conserver indéfiniment les préparations, on recouvre la bande de cire de laque d'asphalte, de laque du commerce, de telle sorte que celle-ci empiète sur la surface du couvre-objet. Aussi la bande de cire doit-elle être mince. Pourtant, il n'est pas à conseiller d'appliquer la laque directement, car elle reste liquide pendant quelque temps et pénétrerait par capillarité sous le deckglas.
(1) F. Neelsex, Grundriss der pathologisch-anatomisch Technîk. Stuttgart, 1892, p. 55.
(2) On a construit des tables tournantes pour le bordage des lamelles rondes; on fait coïncider le centre de la lamelle avec l'axe de l'appareil et on l'y fixe. Puis on tourne, et ou dépose sur le bord du couvre-objet, avec un pinceau, de la gomme laque liquéfiée, du vernis à la laque Kaiser, par exemple.
Nombreuses sont les recettes de bordage ou lutage à la gomme laque [la laque Krœnig, obtenue par fusion de deux parties de cire dans huit de colophane, rend de signalés services] ; mais la méthode que nous venons d'indiquer suffit, d'autant plus qu'on emploie rarement l'inclusion glycérinée en anatomie pathologique.
Les préparations colorées par l'aniline ne peuvent être conservées dans la glycérine, qui dissout celle-ci à mesure. Seul le brun de Bismarck fait exception.
2. Acétate dépotasse. — L'inclusion 'dans l'acétate de potasse (solution saturée) se pratique d'après le même procédé. Cet agent est surtout recommandable pour les préparations colorées par l'aniline lorsque le baume de Canada, qui mérite en général la préférence, n'est pas indiqué. De même pour les préparations à l'acide osmique, qui brunissent la glycérine.
3. Baume de Canada. — En anatomie pathologique, c'est l'inclusion au baume de Canada, dissous dans le xylol, qui est la plus employée. Il faut déshydrater complètement les coupes qui, sans cela, se troubleraient.
Déshydratation des coupes. — On porte les coupes pendant trois à cinq minutes dans l'alcool du commerce à 96°, puis dans l'alcool absolu, pendant un temps variant avec leur nombre. Celles qui sortent de l'eau tendant à se recroqueviller dans l'alcool fort, on les portera d'un liquide dans l'autre, en plaçant au-dessus d'elles un morceau de papier à filtrer; il est plus simple encore de se servir d'une spatule qu'on ne retire de l'alcool que quand la coupe est durcie. En outre, cet inconvénient peut être évité par l'emploi, avant l'alcool absolu, de l'alcool à 96° dans lequel on étale la coupe avec une aiguille. Ce procédé est meilleur que celui qui consiste à se servir directement de l'alcool absolu qu'on renouvelle une fois.
Mais, l'alcool absolu ne se mélangeant pas complètement et immédiatement avec le baume de Canada au xylol, il est bon de porter la coupe pendant une à trois minutes dans un produit qui, d'une part, se combine à l'alcool et, d'autre part, a la propriété d'éclaircir et de rendre transparente la préparation.
Les produits de ce genre sont des huiles éthérées.
4. Huile de térébentihîse. — Elle n'est plus guère employée que pour les préparations injectées au bleu de Berlin, auxquelles elle donne une belle nuance.
5. Essence de girofle ou d'oeillet. — Si elle est souvent employée, c'est qu'elle n'est pas sensible à la faible quantité d'eau qui pourrait rester dans la coupe. Mais elle ne convient pas pour les préparations à la celloïdine, car elle dissout cet agent, ni pour celles où entre l'aniline, qu'elle dissout en donnant à l'ensemble un ton mat et sale.
G. L'iiuiLE DE BERGAMOTE éclaircit fort bien et est indiquée pour les préparations à la celloïdine, de même que I'iiuile d'origan, I'huile de cèdre et
l'uUILE de lavande.
Le xylol, additionné d'acide carbonique pur, est recommandable pour les préparations traitées par l'aniline et surtout pour les coupes de microbiologie. Elles s'y recroquevillent pourtant facilement.
En général, il suffît de laisser séjourner les coupes dans le milieu éclaircissant pendant deux à trois minutes. Celles qui sont épaisses peuvent y séjourner d'une demi-heure à une heure, et devenir transparentes au point d'être susceptibles d'un fort grossissement.
On peut étaler la coupe dans une goutte d'huile sur le porte-objet. Lorsqu'on a beaucoup de coupes, on les porte de l'alcool dans un récipient d'huile, puis, avec une spatule, de celui-ci sur le porte-objet; on enlève l'huile en excès au moyen du papier à liltrer, on recouvre la coupe avec une goutte de baume de Canada et on place le deckglas. Si le baume est épais, on l'étalera d'une façon régulière et rapide, en chauffant légèrement le porte-objet au-dessus de la flamme d'une lampe à l'alcool; s'il est liquide, on laissera la préparation pendant quelques jours à l'air libre, mais à l'aJu'i de la poussière.
Le baume de Canada du commerce est en général dissous dans l'essence de térébenthine; on fait évaporer celle-ci à G0°, puis on dissout dans le xylol. Le chloroforme est aussi un bon dissolvant, mais le xylol lui est préférable. On le conserve dans des flacons à bouchon en verre et portant une baguette de verre qui sert à verser le liquide par goutte.
Lorsque la coupe a été soumise à l'action du xylol, on la porte sur une lame de verre et on y dépose, après avoir enlevé l'excès du xylol, une goutte de baume et l'on met en place le couvre-objet, en évitant les grosses bulles d'air; les bulles de petites dimensions disparaissent dans la suite; on se gardera surtout de respirer sur la coupe, à cause du trouble que la vapeur de l'haleine déterminerait. On peut aussi chasser les bulles d'air en les remplaçant par du xylol, et déposer ensuite, sur le bord du couvre-objet, du baume de Canada qui sera aspiré par suite de l'évaporation même du xylol (Boehm et Oppel). De même, s'il se produisait au bout de quelque temps un vide dans la préparation, on déposerait une goutte de baume sur le bord de la lamelle et on chaufferait avec soin soit à l'étuve, soit au-dessus de la flamme d'une lampe à alcool.
Pour examiner à l'immersion homogène les préparations ainsi montées, il faut que le baume soit solidifié. On accélère ce temps des manipulations par un séjour à l'étuve à bO°.
Gomme l'indice de réfraction du baume est très élevé, on a essayé de le remplacer par la résine d'ammar — mélangée par parties égales à la benzine et à l'huile de térébenthine — dont le pouvoir éclaircissant est moins intense que celui du baume.
Résumé. — Voici dans quel ordre se suivent les manipulations des coupes colorées qu'on inclut dans le baume de Canada : 1° Colorer;
2** Laver, en général, dans l'eau distillée;
3*^ Porter sur spatule dans l'alcool à 96% trois à cinq minutes;
4° Porter sur spatule dans l'alcool absolu, trois à cinq minutes;
5"* Huile éthérée ;
G*" Étaler sur le porte-objet;
7° Enlever l'excès d'huile avec du papier-filtre ;
8° Baume de Canada, couvre-objet;
9° Chauffer le porte-objet à une température peu élevée, si c'est nécessaire. II. Coloration des noyaux.
Hématoxyline alunée DE BoEHMER. — Prè})aration . Les cristaux d'hématoxyline du commerce sont dissous en petite quantité dans l'alcool absolu, mais de telle sorte que la solution soit concentrée et qu'il y ait même des cristaux en excès. On ajoute au mélange une quantité suffisante de solution aqueuse alunée à 1 % , pour lui donner une nuance allant du bleu clair au violet pâle, puis on l'expose pendant quelques jours à la ière dans un flacon ouvert. Cette solution devient ainsi bleu foncé et est prête pour la coloration. On a calculé qu'il faut une quantité d'environ 1/2 à 3/4 % d'hématoxyline dissoute. Comme la solution a un pouvoir colorant d'autant plus intense qu'elle est plus ancienne, on la diluera au bout de quelques semaines avec l'eau d'alun.
Mode d'em]ploi.
1° Coloration pendant deux à trois minutes ;
Lavage dans une grande quantité d'eau distillée ;
3° Séjour dans l'eau distillée pendant douze à vingt-quatre heures [mais, dans beaucoup de cas, on se contente d'un lavage de quelques minutes] ;
4"* Alcool, huile, baume.
L'hématoxyline est un des colorants les plus sûrs et les meilleurs, et convient à la plupart des tissus. La coloration des coupes se maintient, sans s'altérer, pendant de nombreuses années. Les noyaux y deviennent bleu intense ou violets, et le protoplasma bleu paie [la substance fondamentale du cartilage hyalin est colorée d'une façon intense].
Les coupes se colorent lentement dans l'hématoxyline fraîche, mais — on ne perdra pas ce détail de vue — deviennent plus foncées dans l'eau.
Une ou même une demi-minute suffisent pour les solutions anciennes [beaucoup conseillent, avant de l'employer, d'allonger le liquide avec de
l'eau]. Aussi est-il bon de contrôler le degré de coloration en portant des coupes, àdes intervalles rapprochés, dansl'eau distillée [aYecl'hématoxyline mûre, elles ont une teinte bleu clair, sans tourner au sombre], et, pour plus de précision encore, de les examiner dans la glycérine après les avoir lavées, ou dans l'essence de girofle après leur déshydratation. Si on en a le temps, on fait séjourner les préparations pendant douze heures au moins dans l'eau, après les avoir lavées avec soin. Ainsi le colorant est fixé, et la coupe ne deviendra pas plus foncée lorsqu'elle sera incluse dans le baume de Canada.
Dans les cas où les coupes sont trop colorées, ce qui arrive dans les solutions fortes, on leur enlève une partie de leur coloration en les faisant séjourner pendant plusieurs heures dans une solution aqueuse d'alun à 1 % [ou composée d'une goutte d'acide chlorhydrique pour 30 cent. cub. d'eau, ou d'un autre acide, tel que l'acide sulfurique, ou même d'acide oxalique dilué dans l'eau distillée], et ensuite, ce qui est de toute nécessité, pendant douze heures au moins dans l'eau distillée (1).
On évitera avec soin de mettre les préparations à l'hématoxyline en contact avec les acides [à moins qu'elles ne présentent un excès de coloration].
La solution d'hématoxyline alunée est fort stable, elle se conserve pendant une demi-année. Quand elle passe au rouge, elle devient inutilisable.
Il faut éviter de porter directement les coupes de l'hématoxyline dans l'alcool, qui produirait des précipités. Si elles se plissent ou s'enroulent dans l'alcool absolu, il sera parfois utile de les porter à nouveau dans l'eau qui leur fera perdre leurs plis. Celles qui ont été collées avec de l'albumine — le collage à Valhumine gUjcérinée de Maijer mérite, en ;5'e'néral, la préférence — sont portées au préalable pendant cinq minutes dans le xylol, puis dans l'alcool absolu et dans l'eau. Le collage est surtout avantageux par ce fait qu'il permet de contrôler au microscope le degré de coloration des coupes ; si les noyaux sont suffisamment imprégnés, on plonge le porte-objet dans l'eau, dans l'alcool faible, puis, après l'avoir fait égoutter, dans l'alcool absolu et dans le baume.
Mais la glycérine est d'un emploi peu commode et peu sûr pour les préparations permanentes, à cause de la grande facilité avec laquelle elle attaque les luts, de sorte que les préparations faites à la glycérine pure seront toujours d'une permanence problématique. On pare à cet inconvénient en combinant la glycérine avec la gélatine , de manière à former un composé, [a glycérine gélatinée, qui a la consistance d'une gelée à la température normale. Pour s'en servir, on fait fondre une petite portion sur le porte-objet, à l'aide d'une lampe à alcool,
(1) Mais l'action de l'acide peut être trop intense et la préparation passer au rouge : il suffit, dans ce cas, de la plonger pendant quelque temps dans l'eau de fontaine ou, ce qui est plus rapide, dans l'eau ammoniacale (une goutte d'ammoniaque pour 100 cent, cubes) (Boehm et Oppel).
on y introduit l'objet préalablement imbibé d'eau ou de glycérine, on pose une lamelle et on laisse refroidir. Gela suffit à la conservation des pièces [Lee et Henneguy (1)].
HÉMATOXYLINE DE DeLAFIELD.
Pour obtenir 600 centimètres cubes de liquide, on dissout 4 grammes d'hématoxyline cristalli sable dans 25 centimètres cubes d'alcool absolu. On verse ce mélange dans une solution aqueuse concentrée d'alun ammoniacal. On expose le liquide à la lumière pendant trois à quatre jours, dans un flacon ouvert, puis on ajoute 100 centimètres cubes de glycérine et autant d'alcool méthylique. On filtre de nouveau deux jours après.
En général, on allonge ce liquide avec de l'eau, avant de l'employer, et Ton colore comme avec l'hématoxyline de Boehmer. On lave dans une grande quantité d'eau, même à l'eau de pompe qui est légèrement alcaline et rend la coloration plus nette. Alcool absolu, essence de bergamote (pour empêcher la dissolution de la celloïdine par l'essence de girofle).
Essence de girofle. Baume de Canada.
On peut aussi employer Vhématoxyline en solution glijccrinée acétique, qui est d'un usage journalier dans certains laboratoires. On trempe les coupes dans un bain abondant, on lave largement, à plusieurs reprises, dans l'eau distillée.
L'hématoxyline convient parfaitement aussi pour la coloration triple bactériologique des coupes.
Hémalun de Mayer.
On dissout à chaud 1 gramme d'hématéine dans 50 centimètres cubes d'alcool ; on verse ce mélange dans un litre d'eau alunée (oO grammes d'alun), additionné de thymol; on filtre après refroidissement. L'hématéine existe dans le commerce sous le nom d'hématéine cristallisée, ammoniacale; elle est obtenue par évaporation, à la température ordinaire et à l'abri des poussières, d'une solution aqueuse d'hématoxyline à 1/20, additionnée d'ammoniaque caustique.
Les avantages de ce liquide sont très grands : il peut être employé aussitôt après la préparation; il imprègne les tissus profondément et convient pour les colorations en masse. Son action est rapide. Dilué, il ne produit pas d'excès de coloration.
Cochenille alunée de czocor :
Cochenille pulvérisée 1 gr.
Alun pulvérisé 1 —
Eau 100 —
Faire bouillir en agitant et réduire à 50 grammes. Filtrer après refroidissement et ajouter quelques gouttes d'acide phénique.
La coloration est très rapide et sans excès. On aura soin de laver les coupes à Teau avant de les passer dans l'alcool, qui précipiterait l'alun.
HÉMATOXYLINE ACIDE D'EnRLICH.
(l)BoLLES Lee et F. Henneguy, Traité des méthodes techniques de Vanatomie microscopique. Paris, 1887, p. 185.
Préparation :
Ilématoxyline Alcool absolu
2 gravîmes.
Ajouter à la solution :
Glycérine
Ea^u distillée
Acide acétit(ue glacial
60 cent. c.
GD
saturés d'alun.
Mode lïeminloi :
1° Coloration pendant 3 à o minutes;
2° Lavage dans l'eau :
3° Alcool. Huile. Baume de Canada.
Cette solution sera exposée à la lumière pendant deux à trois semaines, puis filtrée. Elle ne surcolore pas facilement et elle est très stable; ce sont les seuls avantages qu'elle possède sur l'hématoxyline alunée qui, par contre, met mieux en évidence les contours du noyau.
Hématoxvline d'Heideniiain.
1° Coloration pendant 24 à 48 heures dans une solution aqueuse à 0.5 0/0 d'hématoxyline préparée à chaud ;
2" Séjour pendant 24 à 48 heures dans la solution aqueuse à 1 /3 0/0 de chromate de potasse, qu'on renouvelle plusieurs fois, de façon qu'il n'y ait plus de nuages colorés ;
3*^ Lavage très soigné dans l'eau, etc.
Cette méthode donne des figures très nettes et convient surtout pour la coloration en masse de fragments qui seront, après avoir été lavés dans l'eau, durcis dans l'alcool à concentration croissante, et ensuite inclus. Les coupes deviennent noires; elles ne doivent pas être trop épaisses.
ApATiiY a imaginé une modification de la méthode de Heidenhain qui raccourcit le séjour dans la solution aqueuse. Il emploie une solution alcoolique à 0.5 0/0 d'hématoxyline, puis une solution alcoolique de chromate double de potasse préparée en ajoutant aune solution aqueuse à o 0/0 de chromate double de potasse deux volumes d'alcool absolu. Les autres détails d'application sont identiques à ceux de la méthode primitive.
Carmin aluné.
Les carmins aluné et boracique de Grenacher et le picro-carmin de Ranvier sont employés fréquemment.
Préparation. — 2 à 5 grammes de carmin seront chauffés pendant une demie à une heure dans 100 grammes de solution alunée à 5 0/0. On filtre après refroidissement.
Mode d'emploi :
1° Colorer pendant 10 minutes à 2 heures;
2° Laver dans Teau;
3° Alcool. Huile. Baume de Canada.
Les noyaux seront rouge violet. Cette solutionne détermine pas d'excès de coloration, comme l'hématoxyline, même après plusieurs heures de séjour dans le bain; en outre, le lavage est plus rapide et la couleur n'est pas aussi sensible aux acides. D'un autre coté, cette méthode ne convient pas pour les tissus difficilement colorables. Mais elle sert très bien pour la coloration en masse. Comme les moisissures s'y développent facilement, on y ajoute un peu d'acide phénique.
Carmin litiiiné.
Préparation :
Carmin 2 gr, 5 à 5 gr.
Solution aqueuse saturée de carbonate de litliine. 100 cent. c.
3îode (T emploi :
1° Coloration pendants à 3 minutes;
2° Lavage pendant une demie à une minute dans Valcool chlorfiijdrique : acide chlorhydrique concentré 1,0 -\- 100 d'alcool à 70°; 3° Lavage dans une grande quantité d'eau distillée ; 4° Alcool. Huile. Baume de Canada.
Cette coloration se fixe sur les noyaux en rouge intense, et même, pour les objets peu sensibles aux colorants, d'une façon plus sûre et plus rapide que toute autre. Dans ce dernier cas, on peut aller jusqu'à 5 0/0 de carmin. Elle présente aussi comme avantage d'être d'une préparation simple, de ne pas donner d'excès de coloration, le lavage dans l'alcool chlorhydrique donnant le degré voulu; enfin, la méthode est applicable aussi aux préparations qui sont injectées de bleu.
La couleur se concentre ainsi sur le noyau.
Carmin boracique (de Grenacher).
Préparation :
Carmin 0 gr. 5.
Borax 2 grammes.
Eau distillée 100 —
Mélanger et chauffer jusqu'à ébuUition. Puis ajouter, en agitant d'une façon continue :
Acide acétique dilué (de la pharmacopée allemande) 4,5 gr.
Laisser reposer pendant 24 heures et filtrer, Jlode d'emploi :
1° Colorer pendant 5 à 15 minutes;
2° Laver pendant une demie à une minute, jusqu'à disparition des nuages
colorés que présente la coupe, dans Tacide chlorhydrique (HCl 1, alcool à 70° 100) ;
3'' Lavage (de l'acide) dans Feau ;
4° Alcool. Xylol. Baume de Canada.
La coloration est identique à celle du carmin litliiné, mais n'est pas aussi intense.
Pour la coloration eu masse^ on emploiera avec avantage la solution aqueuse ou mieux la solution alcoolique de carmin loraté. La chromatine nucléaire est imprégnée d'une façon aussi nette qu'avec la safranine; de plus, on peut faire la double coloration.
1° Solution aqueuse :
Broyer :
Borax 8 grammes.
Carmin 2 —
Ajouter :
Eau distillée 130 grammes.
Décanter après 21 heures et tiltrer. Les pièces d'un demi à un centimètre, notamment celles qui ont été fixées au sublimé, y sont portées pour 24 heures, puis pour un temps égal dans l'alcool chlorhydrique (une demie à une partie d'acide pour 100 d'alcool à 70 0/0), et pour un jour encore dans l'alcool à 70 0/0, puis dans l'alcool à 90°. Inclusion.
2° Solution alcoolique :
Carmin 2 grammes.
Borax 4 —
l'^au 03 cent. c.
Alcool à 'ifl'' 100 grammes.
Ajouter, filtrer. Même traitement (ju'avec la solution aqueuse. Carmin picriqué.
Préparation :
Carmin 1 gramme.
Liq. ammon. caustique 5 grammes
Eau distillée 50 —
Après dissolution, ajouter :
Solution aqueuse saturée d'acide ])icrique 50 grammes.
Laisser la solution à l'air libre dans un large récipient, jusqu'à évaporation de l'ammoniaque, puis filtrer.
Mode d'emploi :
i° Colorer pendant une heure ;
2° Lavage pendant une demi-heure dans la glycérine acidifiée à 1 0/0, qui devient légèrement jaune au contact de l'acide picrique ;
3° Lavage pendant cinq minutes dans l'eau colorée en jaune pâle par l'acide picrique ;
4" Déshydrater dans l'alcool qui a été coloré également en jaune par le même acide; 5° Huile. Baume de Canada.
En procédant de cette façon et en ajoutant à la glycérine, à l'eau et à l'alcool une petite quantité d'acide picrique, on obtient une double coloration stable : les noyaux sont rouge brun et le protoplasma jaune. Autre avantage : les tissus en dégénérescence hyaline et colloïde prennent un ton jaune intense, et le protoplasma des muscles striés et de la substance cornée ressort par la même coloration.
Je ferai remarquer que le picro-carmin de Weigert, préparé par Griibler, de Leipzig, mérite toute confiance.
Carmin picro-litiiiné.
Préparation : .
On ajoute à la solution carmino-lithinée ordinaire deux parties de solution saturée aqueuse d'acide picrique.
Mode cT emploi :
Il est identique à celui du carmin picrique. La coloration est aussi analogue.
Carmin de Beale. Préparation :
Carmin 0,6 gr.
Liq. ammon. caustique 3 gi\ 75.
Faire bouillir pendant quelques minutes, puis ajouter :
Glycérine 60 grammes.
Eau distillée 60 —
Alcool , 15 —
Mode d'emploi :
Cette méthode mérite la préférence pour la coloration de fragments entiers; ceux-ci y séjournent de 2 à 8 jours d'après l'épaisseur, puis sont lavés dans l'eau, durcis dans l'alcool et inclus.
Paracarmin de Paul Mayer.
Acide carminique 1 gramme.
Chlorhydrate d'aluminium 1/2 —
Chlorhydrate de chaux 4 —
Alcool à 70» 100 cent. c.
3Iode d'emploi :
1° Coloration rapide.
2° Lavage dans Talcool à 70o.
3° Traitement ultérieur ordinaire.
D'après Boehm et Oppel, les avantages du paracarmin sont les suivants : la préparation en est très facile; il se dissout dans l'alcool à 70"; ainsi, les coupes
OU les objets colorés ne doivent pas passer dansTeau. Il colore très rapidement et ne détermine pas d'excès de coloration. Dans ce cas, il suffirait du reste de laver dans l'alcool à 70* contenant 2,5 0/0 d'acide acétique.
Couleurs d'aniline.
A part le brun de Bismark, il y a très peu de couleurs d'aniline qui soient utilisées pour la coloration des noyaux; elles opèrent, par ellesmêmes, d'une manière diffuse, et la différenciation du noyau ne se montre qu'après un lavage dans l'alcool. Mais la coloration n'est pas aussi stable que celle de l'hématoxyline et des solutions carminées. Parmi les colorants nucléaires de la classe de l'aniline, nous avons aussi, comme étant très recommandables, la safranine, le A-iolet de gentiane, les solutions de Heidenhain-Biondi et celle (mais elle n'est pas stable) qu'Ehrlich emploie pour le sang.
Il est presque impossible de fixer de règle pour l'emploi des couleurs d'aniline : beaucoup d'auteurs préfèrent en général user de patience et faire usage des solutions faibles. Pour la conservation des liqueurs, on fera bien d'ajouter un quart ou une demi-partie d'alcool.
Brun de Bismarck, vésuvine.
Préparation :
a. On prépare par ébullition une solution aqueuse saturée (elle est de 3à40/0) et on filtre;
h. Ou bien une solution alcoolique concentrée dans 40 0/0 d'alcool : elle est de 2 à 2 1/2 0/0.
Mode cVemjiloi :
1** Colorer pendant 5 minutes [même pendant plusieurs beures];
2" Laver dans l'alcool fort ;
3'' Alcool. Xylol. Baume de Canada.
Le brun de Bismarck donne aux noyaux une belle coloration brune ; si la coupe renferme des bactéries, celles-ci prennent une teinte brun clair plus intense encore. Le protoplasma devient brun clair. Les solutions aqueuses et alcooliques agissent d'une façon identique ; elles ne déterminent pas d'excès de coloration. On peut laver aussi bien dans l'alcool chlorbydrique àl 0/0 que dans l'alcool fort. Enfin, les préparations colorées par le brun de Bismarck se prêtent surtout à la reproduction photographique.
On se trouve très bien de l'emploi successif du picro-carmin et de la vésuvine glycérinée.
Violet de gentiane.
Préparation :
Solution aqueuse à 1 0/0 ou alcoolique de 1 à 2 0/0.
Mode cC emploi :
1° Colorer pendant 3 à 5 minutes;
2° Laver dans l'alcool jusqu'à ce que la coloration devienne bleu clair; 3'' Alcool absolu, xylol, baume du Canada.
On obtient une coloration plus nette encore du noyau en faisant passer la coupe du bain, pendant une demi-minute au plus, dans une solution aqueuse d'acide acétique à 1/2 0/0, puis en la lavant dans l'alcool.
Liquide de Biondi-Heidenuain.
Préparation :
Solution aqueuse saturée d'orantia filtrée 100 cent. c.
Solution saturée acide de fuchsine 20 —
Vert de méthyle (l) 30 —
En ce qui concerne la solution saturée, on la laisse pendant quelques jours avec un excès de colorant, on la dilue au lOO'^ ; elle prend une coloration rouge intense par l'acide acétique. Elle fait sur le papier à filtrer une tache bleu vert au milieu et orange au bord. Si la zone orange est entourée d'un bord rouge plus large, c'est qu'il y a trop de fuchsine dans la solution. Les solutions anciennes perdent de leur pouvoir colorant, mais il suffît d'y ajouter une quantité minime d'acide acétique à l'aide d'une tige de verre plongée dans l'acide et balancée quelque peu à l'air.
On fera bien de se procurer la solution de Heidenhain chez M. Grubler, de Leipzig.
Mode (V emploi :
1° Durcissement dans le sublimé;
2° Coloration pendant G à 24 heures dans la solution diluée ; 3° Lavage rapide dans l'alcool à 90°; 4" Déshydratation dans l'alcool absolu ; 5° Xylol, baume du Canada.
Les noyaux en caryokinèse et les noyaux fragmentés des leucocytes prennent une teinte d'un violet vert intense, les noyaux au repos sont bleus et les globules rouges.
Cette méthode convient surtout pour les préparations qui renferment beaucoup de leucocytes. Au début, on ne s'en servait que pour les coupes à la paraffine et pour les colorations sur porte-objet. Mais on arrive aussi à y colorer les coupes en celloïdine, sans les fixer sur le porte-objet. Pour les coupes minces, on n'a pas besoin d'enlever la celloïdine, mais on le fera pour celles qui sont épaisses et qui ne se décoloreraient qu'en partie.
Nous avons eu l'occasion d'employer la méthode de Biondi-Heidenhain, en procédant comme suit.
(1) Certains auteurs préfèrent, dans beaucoup de cas, le vert de méthyle à la safranine, dont l'emploi est plus difficile.
On mélange un excès de poudre de sublimé à une solution de chlorure de sodium à 1/2 0/0, on agite plusieurs fois et l'on obtient, au bout de quelque temps, une solution complètement saturée. La pièce doit séjourner dans le liquide pendant 24 heures, puis on enlève le sublimé par un lavage soigné à l'eau courante. On porte alors la pièce dans des alcools de plus en plus concentrés (de 60° à 100") (Nikiforoff).
Elle doit être débarrassée des dernières traces de sublimé ; celui-ci, sans cela, se précipiterait en cristaux. Les éléments ainsi fixés se coloreront d'une façon intense par la liqueur de Biondi, et cela d'autant mieux qu'on les enrobera dans la paraffine, — la celloïdine se colorant assez vivement et nécessitant une décoloration relativement énergique. Les coupes sont fixées sur la lame de verre, portées dans l'alcool dilué et à l'étuve à 38°, ce qui dissout la paraffine.
Elles sont alors soumises à l'action du liquide de Biondi dilué dans l'eau à 1/60 et légèrement acidulé. L'addition d'une faible quantité d'acide acétique permet d'éviter la coloration uniformément verte des noyaux et celle d'un rose sale du protoplasma (MkiforofF).
Au contraire, le liquide acide colore en rose rouge plus ou moins intense les globules rouges, le protoplasma cellulaire, les faisceaux de tissu conjonctif, la fibrine et les granulations de certaines cellules. Si l'acidité' est forte, les noyaux sont colorés en violet plus ou moins intense; si elle a le degré désiré, certains noyaux deviennent violets, d'autres verls.
Les préparations séjournent pendant 24 heures dans la solution, puis sont déshydratées, portées dans le xylol et incluses dans le baume.
m. Coloration diffuse et double coloration.
Les agents qui colorent la substance fondamentale des tissus sont, avant tout, le carmin neutre (solution neutre ammoniacale d'acide carminique) et l'éosine. Celle-ci s'emploie tout autant en solution aqueuse qu'en solution alcoolique. Cependant, il est rare qu'on colore les tissus d'une façon diffuse : on combine de préférence, sous forme de double coloration, cette méthode avec l'emploi des colorants nucléaires, et principalement de l'hématoxyline.
On recourt à la double coloration, non pas seulement pour colorer d'une façon différente le protoplasma du noyau, mais encore pour obtenir une différenciation de noyaux différents; dans ce but on combine, par exemple, le vert de méthyle et la safranine.
On distingue aussi les colorations combinées, dans lesquelles agissent plusieurs colorants : on peut encore différencier, non seulement les cellules différentes, mais des noyaux différents, et même des parties différentes des noyaux.
Carmin neutre.
Préparation :
On mélange 5 grammes de poudre de carmin à une petite quantité
d'ammoniaque, et Ton fait ainsi une bouillie rouge ; puis on chauffe dans une capsule ouverte, renfermant 200 grammes d'eau, jusqu'à évaporation de l'ammoniaque; la capsule reste ouverte pendant quelques semaines, et on voit se former un précipité rouge ; on liltre. Le pouvoir colorant de la solution augmente avec l'âge. On la filtrera encore à plusieurs reprises, dans la suite.
Honegger mélange de l'ammoniaque à de la poudre de carmin, pour en faire une bouillie épaisse, qu'il applique sur la face interne du mortier pour la faire sécher. Après l'avoir fait séjourner à l'air pendant 24 heures et dissoute dans l'eau froide, on peut l'employer immédiatement.
Mode (Vem])loi :
On verse ce liquide par gouttes dans l'eau, jusqu'à coloration rouge clair; les préparations séjourneront dans le mélange ainsi obtenu jusqu'à ce qu'elles soient nettement rouges. Les meilleurs résultats sont obtenus par un séjour de 12 heures dans la solution très diluée. Si l'on est pressé, on recourt à une solution plus concentrée qui donne une nuance suffisante au bout de 20 à 30 minutes.
On lave à l'eau avec soin.
PiCROGARMiNATE DE Ranvier [picrocarminate d'ammoniaque (1)].
« On verse dans ime solution saturée d'acide picrique du carmin dissous dans l'ammoniaque, jusqu'à saturation. On laisse évaporer lentement à l'air libre dans de grands cristallisoirs. Il ne faut pas craindre la putréfaction, elle semble favoriser la réaction. Celle-ci exige du temps, des semaines et même des mois. Il se se'pare peu à peu des cristaux de picrate d'ammoniaque et du carmin amorphe que l'on recueille pour une opération ultérieure. On décante, on filtre, on évapore à siccité au bain-marie. On reprend par l'eau distillée, on filtre et on évapore de nouveau. On obtient ainsi une poudre brune qui doit se dissoudre complètement dans l'eau distillée; une solution au centième est la plus convenable.
(( Il y a deux manières de faire agir le picrocarminate. La pre r.ière consiste à en mettre quelques gouttes dans un verre de montre et à y placer la coupe pendant un temps variable ; cela dépend de la méthode qui a été suivie pour durcir les tissus. La seconde consiste à mettre du picrocarminate sur la lame de verre avec l'objet à colorer, à couvrir d'une lamelle et à fermer la préparation pour éviter l'évaporation. On peut aussi, au lieu de fermer, mettre la préparation dans une chambre humide (2).
« En faisant usage du picrocarminate, on peut avoir la coloration simple du
(1) L. Ranvier, Traife technique dVits^o/o^ie, 2® édition. Paris, 1889, p. 87.
(2) Lorsque la coupe a été colorée dans une goutte sur porte-objet, on enlève la goutte avec du papier-filtre, on recouvre la préparation d'une lamelle de verre, puis on fait couler dessus de l'eau glycérinée, additionnée d'acide formique, qu'au bout de deux à sept jours on remplace par la glycérine pure. II faut remarquer que les coupes collées à l'albumine se détachent dans le picrocarminate.
TRAITEMEiNT DES PRÉPARATIONS MICROSCOPIQUES
carmin ou la double coloration du carmin et de l'acide picrique. La coloration au carmin seul s'obtient en passant la coupe colorée dans l'eau distille'e, qui dissout l'acide picrique. Si, au contraire, on laisse le picrocarminate tel quel sur la préparation, on a la double coloration. Le picrocarminate employé pour colorer les coupes de tissus desséchés, congelés, durcis par l'alcool, l'acide picrique, ou l'acide osmique, donne des préparations remarquables par l'élection de la matière colorante bur les éléments bien déterminés. Les noyaux deviennent rouges, les fibres élastiques jaunes, le tissu conjonctif rose, le tissu musculaire jaune brunâtre, certaines substances cornées jaunes. »
Ce liquide répond à la presque totalité des indications. Cependant, les coupes provenant de pièces durcies au Muller demandent souvent un séjour de 24 heures dans le bain. Mais il présente un grand défaut : il est difficile d'en réussir la préparation.
Double coloration à VJièmatoxyline et au carmin.
On coiiiiiience par l'hématoxyline ; on fait séjourner les coupes dans l'eau pendant (> heures au moins et 12 au plus ; on les soumet alors à l'action du carmin et on les lave soigneusement.
PlCRO-CAHMlN LITULNÉ DE OrTII.
Il permet la coloration instantanée des tissus :
Solution iujueuse saturée à froid de carbonate de lithinc. Q. S. Carmin pulvérisé 2 gr. oO.
La technique la plus facile est la suivante (Letulle) : 1° Passage au carmin de Orth, Q. S.
2° Lavage à Veau picriqucc :
Alcool à 70o 70 parties.
Eau satiu-ée d'acide picrique ." 30 —
Acide chlorliydrique 5 —
3° Lavage à l'alcool fort.
4° Alcool absolu.
5*^ Montage au baume ou dans la glycérine.
ÉosiNE, solution aqueuse.
Préparation :
On verse dans un récipient renfermant de l'eau une quantité suffisante de la solution concentrée d'éosine, aqueuse ou alcoolique, jusqu'à coloration rouge clair; l'éosine s'y trouve dans la proportion de 1 à 1.000 ou 1.500.
Mode cCen^iloi :
1" Colorer pendant quelques minutes jusqu'au rouge; 2° Laver dans l'eau ;
3'' Déshydrater assez rapidement dans l'alcool, qui dissout peu à peu l'éosine.
11 faut éviter l'huile de bergamote. Baume de Canada. ÉOSINE, solution alcoolique.
PrèiMration :
Verser une quantité suffisante de la solution alcoolique concentrée dans l'alcool absolu, jusqu'à coloration rouge rose. Mode cT emploi :
1° Porter les coupes dans l'alcool à 96", puis, pendant quelques minutes ou quelques heures, dans le bain colorant;
2° Laver dans l'alcool à 96", jusqu'à production de la nuance désirée ; 3° Alcool, huile, baume de Canada.
Le temps nécessaire à la coloration est très variable ; on ne peut fixer de règles déterminées à ce sujet : il y a souvent avantage à prolonger l'opération 24 heures.
La solution alcoolique d'éosine colore d'une façon plus régulière que l'autre. Sous l'influence de cet agent, les globules rouges prennent une teinte allant du rouge rose au rouge de cuivre, surtout dans les préparations durcies au sublimé ; aussi le contenu des vaisseaux ressort-il nettement. En outre, les tissus sont colorés d'une façon diffuse en rouge. C'est pourquoi l'éosine est rarement employée seule.
HÉMATOXYLINE-ÉOSINE.
En général, on se sert de l'éosine pour les doubles colorations^ de préférence en combinaison avec Xlièmatoxylme ou le carmin (duné. On combine aussi avec avantage son action avec celle du violet de gentiane. On pratique la double coloration en mettant d'abord en action l'agent colorant du noyau, puis la solution d'éosine. Les préparations à l'hématoxyline, au carmin aluné, etc., sontdéshydratées dans l'alcool absolu, auquel on ajoute ensuite une quantité suffisante de la solution alcoolique d'éosine ; puis on lave une dernière fois dans l'alcool pur. Il en est qui se contentent d'ajouter quelques traces d'éosine à l'huile éclaircissante, essence de genévrier ou d'origan. L'essence de genévrier, qui a servi à éclaircir beaucoup de préparations à l'éosine, communique parfois, et d'une façon inespérée, aux autres préparations une fort belle teinte.
On peut aussi ajouter l'éosine à la solution d'hématoxyline, pour obtenir en une fois la double coloration. Ainsi, on mélange à Vhématoxyline d'Ehrlich 0,50 d'éosine. Mais ce procédé ne présente pas d'avantages sur le premier.
Lorsque la coupe est bien colorée à l'hématoxyline, on la lave à l'eau, puis on la porte dans la solution d'éosine ; on lave de nouveau dans l'eau jusqu'à disparition de la teinte rouge — on laisse parfois les coupes dans l'eau pendant plusieurs heures; — alcool à 96°, quelques minutes; alcool absolu, une minute; xylol, baume. S'il y a excès de coloration, on lave dans l'alcool fort.
Renaut donne la préférence à la méthode suivante.
HÉMATOXVLINE ÉOSIQUE DE RÉNAUT.
Solution concentrée d'éosine à la potasse dans l'eau.... 30 cent. c. Solution concentrée d'hématoxyline dans Talcool (doit
avoir été gardée pendant quelque temps et avoir déposé). 40 — Solution saturée d'alun de potasse dans la glycérine
(densité de la glycérine i.2\3 130 —
Après coloration, les coupes sont traitées à l'eau contenant de Téosine, car, en raison de la grande solubilité de celle-ci, on n'obtiendrait pas de double coloration (1).
Acide picrique.
En solution aqueuse, il colore les tissus d'une façon diffuse. On en fait usage dans le picro-carmin ou le picro-carmin lithiné. 11 convient moins de faire passer au préalable les coupes dans la solution carminée colorante des noyaux et de les baigner ensuite dans une solution aqueuse de 1 à 5 0/0 d'acide picrique.
Cependant, on obtient souvent une bonne coloration double par l'emploi du carmin aluné et de l'acide picrique, ou de l'hématoxyline. ou delà safranine. On emploie une solution de 1 p. 3 d'eau; on lave à l'eau, on retire la coupe alors qu'elle présente encore une teinte jaune, l'eau courante surtout enlevant rapidement l'acide. Il se prête fort bien aux colorations en masse des pièces qui ont été traitées par le carmin boraté, d'où on les porte directement sans les faire passer par l'alcool acidulé : l'excès de carmin disparaît sous l'influence de l'acide Bœhm et Oppeb.
Métuode de von Gi»-:soN.
1° Durcir dans le liquide de Muller ou dans l'alcool : 2" Colorer à l'hématoxyline, 3 à 5 minutes ; 3° Laver à l'eau ;
4° Colorer, 3 à 5 minutes, dans la solution aqueuse saturée d'acide picrique, additionnée de fuchsine acide en solution aqueuse saturée jusqu'à coloration rouge foncé du mélange ;
5° Laver à l'eau, l/:2 à 1 minute;
6" Alcool, alcool absolu, huile d'origan, baume de Canada.
Cette méthode est très pratique et donne une belle coloration double. Les noyaux sont rouge brun, la substance interstitielle est rouge brillante. Les substances lardacée, colloïne, hyaline et muqueuse sont facilement colorées. On s'adresse à l'hématoxyline alunée. Les pièces doivent être surcolorées, car elles passent par l'acide picrique.
IV. Coloration en masse. — On peut colorer en totalité des morceaux entiers que l'on désire examiner. Pour cela, on donne la préférence aux liquides colorants auxquels on ajoute de l'alcool, par exemple à la solu-
(1) Lee et IIen.neglv, 1. c. p. 156.
tion carminée de Beale. L'hématoxyline de Heidenliain et le brun de Bismarck sont également utiles pour colorer des fragments entiers (de même le paracarmia et riiémalun).
Voici quelle est la façon de procéder.
1° On emploie des fragments, durcis ou. fixés, qui ne sont pas trop volumineux, afin de faciliter la pénétration du liquide;
2° Le séjour dans le liquide sera de un, deux, quatre ou huit jours;
3° On fera un lavage soigné dans l'eau, jusqu'à ce que celle-ci ne se îrouble plus;
4*^ On durcira ensuite dans l'alcool à 96", puis dans l'alcool absolu.
L'avantage du procédé est d'être plus simple et plus rapide; les coupes, étant soumises à des manipulations moins nombreuses, ont aussi moins à souffrir.
Néanmoins, si cette méthode est d'usage fréquent 'en histologie normale, il n'en est plus de même enanatomie pathologique, où elle est rarement indiquée.
11 arrive d'ailleurs fréquemment, en anatomie pathologique, qu'on ne s'en tienne pas à une seule méthode. C'est ainsi qu'on peut avoir à faire, outre l'examen du tissu, celui des microbes; de la coloration des noyaux, on pourra passer à celle de la dégénérescence graisseuse ou amyloïde. Même dans les examens histologiques simples, sans complications, on ne peut toujours déterminer à l'avance la meilleure méthode. Remarquons enfin que les perfectionnements de l'inclusion à la celloïdine ont diminué la valeur de cette méthode, qui avait surtout pour but d'éviter les manipulations destructives des coupes.
V. Coloration des figures caryokinétiques
La mise en évidence des figures caryokinétiques réclame une technique spéciale, tant au point de vue de la conservation que de la coloration.
Tout d'abord, il faut que le fragment à examiner soit prélevé immédiatement après la mort et placé aussitôt dans le liquide fixateur. On l'y portera au plus tard une demi-heure après la mort ou après son ablation sur l'organisme encore en vie. Dans le cas contraire, le processus disparaît sans laisser de traces.
Seconde règle : le fragment a fixer sera aussi 7nince que possible; il ne dépassera pas 4 millimètres. Cette observation est d'autant plus importante que la plupart des liquides fixateurs pénètrent lentement dans les tissus.
Ceux-ci, fixés à l'état frais et en coupes très minces, par l'alcool ou le liquide de Millier, peuvent présenter les figures mitosiques, mais on obtient
de meilleurs résultats avec d'autres liquides. Le liquide doit dépasser notablement en volume celui du morceau à fixer, et sera renouvelé lors- ([u'il se troublera. Voici quels sont ces liquides spéciaux.
Liquide de Flemming, mélange chromo-acèto-osmifiue.
Préparation :
Solution aqueuse d'acide osmique à 2 0/0 4 pai-ties.
Solution aqueuse d'acide chromique à 1 0/0 15 —
Acide acétique 1 —
Si l'on employait cette liqueur pour la recherche de la graisse, il sullirait d'y ajouter une faible quantité d'acide acétique (0,3 à 0,5) pour rendre le protoplasma moins transparent.
Mode cC emploi [V).
A) 1*^ Séjour des fragments dans le li(£uide pendant 1 à 3 jours reposant sur un coussinet d'ouate placé au fond du récipient] ;
2'' Lavage dans l'eau pendant 3 à G heures ;
3" Durcissements successifs, clia([ue fois pendant un jour, dans l'alcool à 30'^, 60" et W ;
En général, inclusion dans la celloïdine.
B) Coloration dans la safranine.
1" Séjour d'une demi-heure à 24 heures dans la solution aqueuse de safranine à 1 0/0, puis lavage rapide à l'eau ;
2" Lavage dans l'alcool absolu acidifié (à 1 0, 0) avec quelques gouttes d'acide chlorhydrique ;
3'' Lavage dans l'alcool absolu et pur jusqu'à coloration rouge brun clair des coupes ;
■4° Huile. Baume de Canada.
La méthode de Flemming, avec coloration consécutive à la safranine, a l'avantage de colorer d'une façon très paie les noyaux en repos, mais d'une façon très vive ceux qui sont en mitose. Puis, il est possible de recimnaitre sous un faible grossissement, rapidement et avec une certitude sulhsante, les cellules en division, et de juger de leur situation et de leur nombre approximatif. Les ligures chromatiques prennent un ton rouge vif, alors que l'ensemble de la préparation se colore en lilas pâle. La plupart des autres colorants ne montrent pas de dilïérence entre les noyaux au repos et la structure des noyaux en division. Babès recommande la safranine dissoute dans l'huile d'aniline, qui agit plus rapidement : à 2 parties d'aniline il ajoute 100 parties d'eau avec un excès de
(1) L'acide osmicjuese vend, par quantité d'un demi-gramme ou un gramme, dans de petits tubes scellés à la lampe. Il est bon de préparer la liqueur chaque fois qu'on s'en sert; elle so décompose au bout de (pielque temps à l'air et à la lumière, et il faut la renouveler loi^que les pièces y ont séjourné assez longtemps.
poudre de safranine, il chauffe à 60'' et filtre; la solution se conserve pendant deux mois. Si l'on avait quelque motif de ne pas employer la safranine, on recourrait à la solution aqueuse de violet de gentiane ou à la fuchsine phéniquée.
Lorsqu'on veut colorer par Thématoxyline les coupes fixées dans le FlemminGj on emploie la méthode de Benda, qui est une imitation de celle que Weigert utilise pour les faisceaux nerveux à myéline.
Solution d'hématoxyline de Benda.
1° Porter les coupes dans une solution concentrée d'acétate de cuivre et les y laisser 21 heures à la température de l'étuve; Laver complètement;
3° Colorer dans la solution aqueuse d'hématoxyline à 1 0/0 jusqu'à ce que les coupes deviennent noires;
A° Décolorer dans l'acide chlorhydrique à 1/500 jusqu'à ce que les coupes deviennent jaunes ;
5° Neutraliser dans une solution saturée d'acétate de cuivre;
6° Laver;
1° Alcool. Huile. Baume de Canada.
Certains auteurs emploient une solution faible ou une solution forte de liqueur de Flemming, selon la consistance des tissus.
Yoici la méthode que nous avions vu employer au laboratoire de M. Van Bambeke et que nous avons employée nous-même avec le plus grand succès.
a {Préparation des pièces. — 1" Fixation dans la liqueur de Flemming ou de Hermann, pendant huit à dix jours ou plus :
Liqueur de Flemming :
Acide osmique à 2 0/0 4 parties.
Acide chromique àlO/0 16 —
Acide acétique glacial 1 —
Liqueur de Hermann :
Acide osmique à 2 0/0 4 parties.
Chlorure de platine àlO/0 16 —
Acide acétique glacial i —
2® Lavage des pièces pendant deux jours à Feau courante; 3" Alcool absolu pendant un jour;
4® Vinaigre de bois (acide pyroligneux) pendant un jour;
5° Lavage des pièces pendant un jour cà l'eau courante;
6<> Alcool absolu, un jour. Renouveler l'alcool absolu le lendemain. Les pièces peuvent y séjourner indéfiniment;
7"^ Solution d'alcool absolu et d'éther sulfurique à parties égales, un quarî d'heure ;
8° Solution faible de celloïdine dissoute dans un mélange d'alcool et d'éther à parties égales, quatre à huit jours;
9" Solution plus concentrée de celloïdine, quatre à huit jours;
10° Fixation avec orientation convenable des pièces sur un petit socle (en bois), en les entourant de la solution épaisse de celloïdine;
11° De'pôt du socle surmonté de la pièce sous une cloche de verre, 20 à 30 minutes;
12° Alcool à 82° : un jour suffit pour le durcissement;
13° Couper en mouillant le rasoir et les pièces avec l'alcool à 82°.
b) Coloration des pièces. — 1* Laver dans l'eau distillée ;
2° Coloration pendant une ou plusieurs heures dans un bain de :
Safranine, 1 gramme \ ^ partie
Alcool absolu, 100 grammes j ^ '
Eau distillée 2 —
3° Alcool absolu : quelques secondes (aussi longtemps que des nuages de safranine sortent des coupes) ;
4° Alcool absolu, 100 grammes; acide chlorhydrique, 1 goutte; quelques secondes;
5° Alcool absolu, quelques secondes;
6° Essence de girofle (qui dissout la celloïdine):
7° Baume de Canada.
Slblimé.
La solution aqueuse saturée de sublimé est aussi un bon moyen de fixation des figures nucléaires. On pratique surtout la méthode de Biondi- Heidenhain, qui colore en bleu violet les noyaux au repos, et en vert ceux qui sont en mitose.
Les pièces de un tiers de centimètre y sont fixées au bout de 1 à 3 heures ; on peut aussi se contenter de les plonj^er pendant quelques minutes dans une solution à 65°, mais l'action est moins régulière. Pour le traitement ultériear, voir chapitre m.
Les solutions fixatrices de sublimé sont modifiées par les auteurs de très nombreuses façons. A part le liquide de Lang, que nous signalons à la fin de ce chapitre, nous citerons les mélanges de Nikiforofî, de Rabl et de Mayer.
Solution de Nikiforoff (1) :
Solution saturée de bichlorure de mercure dans le sérum artificiel. . / ^ Solution de bichromate de potasse à 5 o/° i
La solution saturée de sublimé additionné d'acide acétique, donne des fixations nucléaires très précises, mais elle est inférieure à celle-ci au point de vue de la coloration ultérieure des vibrions; elle mordance moins les tissus. Les fragments sont pénétrés au bout de quelques heures, mais il est préférable de prolonger le bain jusqu'à un jour. Du liquide la pièce est portée directement dans les alcools à 70°, à 90° absolu, chaque fois pendant 24 heures.
Les coupes sont collées au moyen de l'alumine glycérinée de Mayer. (1) Cantacuzène, Destruction des vibrions cholériques. Paris, 1894, p. 28.
Solution de Rabl :
Solution aqueuse concenti'ée de sublimé 1
Solution aqueuse concentrée d'acide picrique 1
Eau distillée 2
1 vol.
Bain de 12 heures à quelques jours ; lavage à l'eau; alcool faible.
Tjquide fixateur de Mayer :
Bichlorure de mercure
Acide acétique
Eau distillée
7 grammes 2 volumes 100 grammes
1° Séjour des fragments, 24 heures; 2*^ Lavage à l'eau distillée;
3° Bain de 24 heures dans l'alcool à 70°, et de 24 heures dans l'alcool absolu;
4** Xylol 24 heures; mélange à parties égales de xylol et de paraffine àl'étuve à 55** pendant 12 heures ; bain de paraffine à 55° pendant 24 heures.
Les coupes faites par séries sont placées dans un bain d'eau tiède à la surface de laquelle elles s'étalent entièrement; puis on les prélève avec une bande de papier buvard placé au-dessous, et on les attaque sur la plaque de verre préalablement enduite d'eau albumineuse. Traitement consécutif par l'alcool absolu, le xylol, etc. (1).
Solution d'acide cuhomique.
On l'emploie en concentration de 0,3 à 1 0/0; les pièces y séjournent de 1 il plusieurs jours. L'acide chromique pénétrant très lentement, les morceaux doivent être fort minces.
Acide chromo-formique de Rarl.
FréjM ration. — Ajouter à 200 centimètres cubes d'une solution d'acide chromique à 0, 3 0/0, 4 à 5 gouttes d'acide formique concentré.
Fixation pendant 12 à 24 heures. Lavage soigné. Durcissement successif dans l'alcool à 30°, G0° et 96°.
Liquide fixateur de Fol :
Acide osmique à 1 0/0 2 volumes.
On emploie aussi l'acide osmique à ïétat de vapeurs pour fixer les petits objets : on place à cet effet, au fond d'un flacon, quelques gouttes d'acide osmique, et on suspend la pièce dans le récipient au moyen d'un fil. On peut colorer ensuite avec le carmin aluné ou l'hématoxyline. Les plus belles figures ainsi obtenues sont celles de la rétine.
Acide curomo-picrique :
Solution concentrée aqueuse d'acide picrique 10 volumes.
Acide chromique à 1 0/0 Acide acétique à 2 0/0. .
Eau
xVcide chromi(|ue à 1 0/0 Eau
(1) Zanarelli, Fièvre typhoïde expcrimentalc : Annales de l'Institut Pasteur, n» 4, avril I89i.
Liqueur de Lindsay Johnson :
Bichromate de potasse
Acide osmique à 2 0/0
Chlorure de platine à 2 0/0, Acide formique ou acétique.
65 parties
Henneguy ajoute ce dernier produi!; au moment de l'usage. Bain de 24 à 48 heures et lavage à l'eau. C'est un fixateur de premier ordre.
Méthode d'Altmann.
i° Fixation pendant une heure dans l'acide nitrique à 3 0/0;
2° Lavage soigné ;
3° Durcissement dans l'alcooL
Alcool.
L'alcool absolu est aussi un fixateur suffisant pour les fragments extrêmement fins. A chaud, son action est plus énergique et plus rapide. On colore d'après le procédé de Bizzozero-Vassale :
1° Coloration pendant dix minutes dans la solution d'Ehrlich au violet de gentiane :
\'iolet de gentiane 1 gramme.
Alcool 15 —
Huile d'aniline. ; 3 —
Eau 80 —
2" Lavage rapide dans l'alcool al)Solu:
'S" Séjour des coupes pendant deux minutes dans la solution iodoiodurée ;
4" Alcool absolu pendant 30 secondes ;
,y Acide chromique à 0. J 0/0, 30 à 40 secondes:
0'' Alcool absolu, ^0 à 30 secondes ;
7'^ Acide chromique à 0. 1 0 0, 30 secondes;
8° Alcool absolu, 30 secondes;
9'' Huile d œillet; la renouveler jusqu'à ce qu'elle ne prenne plus la. couleur.
La complexité et le prix élevé de l'huile d'œillet sont les désavantages de cette méthode.
Méthode de Baumgahten.
Elle mérite, comme fixatrice des figures mitosiques, une mentioa particulière, parce qu'elle peut être combinée avec la coloration des microbes.
1° Durcissement, pendant plusieurs semaines, dans la solution diluée d'acide chromique ;
2° Coloration pendant 5 à 10 minutes dans la solution alcoolique concentrée de fuchsine ;
2" Lavage rapide dans l'alcool absolu;
4"* Coloration, pendant 5 à 10 minutes, dans la solution aqueuse de bleu de méthyle.
L'emploi du bleu de méthyle, après celui de la fuchsine, a pour but de lixer le bleu sur la substance inlercellulaire, et de donner aux noyaux et aux figures de division nucléaire une coloration d'autant plus intense.
Si l'on veut colorer en même temps les bacilles, surtout ceux de la tuberculose, on fait séjourner la coupe, pendant vingt-quatre heures, dans l'eau d'aniline au violet de méthyle, on décolore dans l'acide dilué ; celui-ci n'est pas employé pour les autres microbes.
Méthode de Gham.
La coloration des microbes d'après la méthode de Gram est également applicable aux figures caryokinétiques. Les noyaux au repos sont décolorés, mais souvent d'une manière incomplète, tandis que des noyaux en division s'imprègnent vivement. ,
Liquide de Laxg :
Eau distilliie 100 grammes.
Il donne également de bons résultats. Il offre même sur le liquide de Flemming certains avantages appréciables; son prix est modique et on peut le faire agir sur des fragments un peu pins volumineux. Avoir soin de préparer un bain abondant, et de retirer du liquide au bout de vingt-quatre heures (LetuUe).
VI. Coloration des inclusions cellulaires
3Iéthode d'Altmann.
Cet auteur met en évidence les granulations cellulaires par le procédé suivant :
1^ Conserver des pièces prélevées immédiatement après la mort, pendant vingt-quatre heures, dans le mélange à parties égales de :
Solution de bichromate de potasse à 5 0/0. Solution d'acide hyperosmique à 2 0/0.
2° Laver à l'eau courante, plusieurs heures; 3° Durcir dans les alcools à 75", 90° et absolu; 4" Xylol, inclusion dans la paraffine; 5° Couper;
6** Dissoudre dans le xylol la paraffine de la coupe collée sur porteobjet; laver à l'alcool;
7° Y déposer quelques gouttes d'une solution de fuchsine acide à 20 0/0 dans l'eau d'aniline saturée à froid, chauffer à la flamme jusqu'à production de vapeur;
Chlorure de sodium. . , .
Bi-chlorure de mercure
8° Laisser refroidir, puis laver dans :
Solution alcoolique concentrée d'acide picrique 1 partie.
Eau 2 —
9"" Traiter de nouveau par la solution picriquée et chauffer avec précaution, pendant 20 à 30 secondes, à l'étuve à paraffine ; 10° Laver à l'alcool, puis au xylol. Baume du Canada.
MÉTHODE DE RUSSEL
L'auteur a préconisé sa méthode, surtout pour les inclusions cellulaires des tumeurs.
1° Durcissement dans l'alcool ou le liquide de Muller.
2° Coloration, 10 minutes ou plus, par une solution saturée de fuchsine dans l'eau phéniquée à 2 0/0.
3° Lavage à l'eau, quelques minutes.
4° Lavage dans l'alcool absolu, une demi-minute.
0° Coloration dans une solution à 1 0/0 de vert d'iode dans l'eau phéniquée à 2 0/0, 5 minutes.
0° Déshydratation rapide dans l'alcool absolu. Essence de girofle. Baume de Canada.
CHAPITRE IX
Examen des tissus dégénérés.
Bien que, pour la fixation, nous nous adressions de préférence, dans plusieurs des cas qui vont être examinés, au liquide de Muller et à l'alcool, nous pourrons aussi, très fréquemment, avoir recours, avec le plus j^Tand avantage, soit au sublimé, soit à l'Hermann, soit à d'autres produits aussi énergiques.
I. Nécrose
En général, il y aura avantage à examiner à l'état frais les foyers de nécrose, qui sont reconnaissables à l'œil nu et dont les parties constituantes peuvent être isolées. On passe le couteau sur le foyer, on mélange à l'eau ou à une solution de sel marin la masse ainsi obtenue, ou bien on divise les fragments en minces parcelles dans le liquide. Cette méthode est applicable aux foyers du cerveau, du foie, du cœur, des muscles et des poumons.
Les nécroses des cellules ou des petits complexes cellulaires seront examinées en coupes, après durcissement dans l'alcool ou dans le liquide de Muller. Il convient de faire l'inclusion dans la celloïdine, qui empêche la désorganisation du foyer. Les colorants nucléaires ordinaires, l'hématoxyline, le carmin aluné elle carmin lithiné, etc., trouvent ici leur emploi. Les cellules et les noyaux ayant été détruits, ils ne peuvent plus prendre les couleurs, et l'aspect pâle qui est ainsi obtenu tranche sur le voisinage; parfois elles prennent une teinte diffuse, sans caractère. Remarquons pourtant qu'il y a fréquemment des noyaux, irréguliers et de volume variable, qui se colorent d'une façon intense au milieu du tissu mort, alors que d'autres ne se montrent que sous forme de fragments.
Le carmin et l'éosine donnent aux tissus nécrosés une teinte diffuse. La solution de Weigert n'a pas d'action sur eux, tandis qu'elle constitue un véritable réactif de la fibrine.
II. Atrophie simple et atrophie pigmentaire
Les fragments facilement isolables peuvent être examinés par dissociation, ainsi les nerfs et les muscles. On les isole facilement en faisant
séjourner la pièce pendant 24 heures dans l'alcool au tiers ou dans un autre liquide isolateur. L'addition d'acide acétique rend la figure plus évidente encore. Mais l'examen des coupes colorées de préparations durcies est plus avantageuse. Pour Tatrophie pigmentaire on recommande, comme colorant, le carmin lithiné qui, mieux que l'iiématoxyline, met le pigment en évidence.
III. Tuméfaction trouble
On en fait l'examen avec grand succès en prélevant des cellules à l'état frais, soit par grattage, soit par dissociation, et en les portant dans l'eau. A l'opposé de ce qu'on observe dans la dégénérescence graisseuse, les noyaux, en cas de tuméfaction trouble, disparaissent par l'addition d'acide acétique, mais restent insensibles vis-à-vis des dissolvants de la graisse, de l'alcool absohi, de l'éther et du cliloroforme.
IV. Dégénérescence graisseuse
On en fera l'examen de préférence dans les coupes fraîches ou dans les préparations obtenues par frottis prélevés à l'état frais. Voici les réactions microchimiques des corpuscules graisseux :
1" Ils ne disi)araissent pas par addition d'acide acétique;
2" Ils résistent à la lessive diluée de potasse et de soude; Ils sont colorés en noir [)ar l'acide osmique à 1 0/0 (1);
4" Ils sont dissous par le chloroforme et l'éther.
Pour employer cette dernière réaction, on déshydrate au préalable la préparation dans l'alcool absolu, })uis on la soumet pendant ([uelque temps à l'action du chloroforme ou de l'éther; on enlève l'alcool et on examine dans la solution de sel de cuisine.
Il ne faut pas durcir dans l'alcool, ([ui dissout la graisse peu à peu. Les corpuscules graisseux se maintiennent dans le liquide de Muller, mais s'agglomèrent en gouttes plus volumineuses. On obtient de meilleurs résultats par le durcissement dans le liquide de Muller additionné d'un quart de son volume d'acide osmique à 1 0/0 (méthode de Marchi). Au bout de deux semaines, ou cou})e en congélation, on lave avec soin, on laisse séjourner pendant quelques jours dans la glycérine et on inclut dans ce dernier produit. Il est nécessaire de conserver provisoirement la pièce dans la glycérine, qui est brunie au début par l'acide osmi([ue, inconvénient qu'on évitera pour les pièces conservées définitivement.
(1) L'acide osmique sert parfaitement pour les pièces durcies dans le Muller; lebain doit être suffisamment prolongé.
On évite aussi cet inconvénient en faisant l'inclusion dans la solution saturée d'acétate de potasse.
Le liquide durcissant le plus recommandaUe est celui de Flemming : fixation pendant quatre jours, lavage soigné pendant 24 heures, durcissement nouveau pendant un jour dans chacun des alcools à 30", à 60", à 90^^, et éventuellement inclusion dans la celloïdine. On se sert du microtome à congélation et on colore à la safranine. 11 est parfois utile d'établir une comparaison avec la simple coloration à l'éosine.
Après coloration, déshydratation rapide dans l'alcool absolu, éclaircissement dans l'huile. L'huile éclaircissante doit être enlevée avec soin. On inclut dans le baume de Canada qu'on a liquéfié à la lampe et qui se durcit rapidement; les corpuscules graisseux se dissolvent en partie dans le baume ordinaire, liquide, dissous dans le xylol.
Les fragments dont la graisse a -été fixée et colorée en noir par la solution forte d'acide osmique, seront, en sortant de ce liquide, lavés avec beaucoup de soin avant de passer dans l'alcool.
Du reste, la graisse osmiquée, soluble dans la térébenthine, le xylol, la créosote, l'éther, n'est pas soluble dans l'alcool, le chloroforme et l'essence de girofle.
Dans le cas contraire, l'alcool, ainsi que l'a démontré notamment Heidenhain, absorbe l'acide osmique qui se trouve en excès dans le tissu et probablement aussi les substances réductrices; il se produirait ainsi, sous l'influence de l'acide, une coloration plus ou moins noire. Ce qui se passe en dehors de la préparation pourrait aussi, d'après le même auteur, se passer à l'intérieur de celle-ci, à l'endroit où aurait pénétré l'alcool. Le métal noir colorerait ainsi en noir les tissus qui ne sont pas graisseux, si l'on n'avait pas soin d'enlever, à l'aide d'une grande quantité d'eau, l'excès d'acide osmique avant de passer à l'alcool.
Orcaneïïe acétique.
La recherche de la graisse est aussi assurée par ce liquide (Letulle) : Orcanette 50 grammes.
Laisser macérer 48 heures, évaporer en consistance d'extrait, reprendre par:
Alcool à 95°,
Acide acétique cristallisé.
25 cent. c.
Après dissolution, tirer, verser dans :
Alcool à 50°,
200 cent. c.
Laisser reposer 24 heures et filtrer.
V. Dégénérescence muqueuse
Les tissus atteints de dégénérescence muqueuse seront examinés de préférence à l'état frais [bien que la nucléine ne prenne les couleurs à l'état frais qu'après précipitation]. On les durcira dans le liquide de MuUer, l'acide acétique et l'alcool, qui ont la propriété d'en déterminer la coagulation.
Botjer met la mucine en évidence par fixation et durcissement dans le sublimé, avec inclusion dans la paraffine. Mais on peut aussi colorer les préparations à la celloïdine.
La mucine se colore très bien par toutes les couleurs basiques d'aniline et surtout par le bleu de méthyle (en solution aqueuse).
La thionine, désignée sous le nom d'améfh//ste, et le bleu de toluidine : 2 gouttes d'une solution saturée aqueuse pour 5 ccm. d'eau [bain de 5 à 15 minutes], fournissent une double coloration : la mucine prend une teinte allant du rouge bleuâtre au violet rouge, tandis que les autres parties du tissu deviennent bleu clair.
On obtient également une bonne coloration avec la méthode de tmi Gieson.
VI. Dégénérescence colloïde
On durcit dans l'alcool ou dans le liquide de Muller les tissus atteints de cette dégénérescence. On les colore soit dans l'hématoxyline, soit dans riiématoxyline et l'éosine (double coloration).
L Avec la méthode van Gieson^ la substance colloïde devient rouge Jaunâtre et souvent d'un rouge brillant, de sorte qu'elle ressort de la façon la plus manifeste sur les coupes.
Mais la réaction colorante seule ne sufïit pas pour h\ différencier de la matière hyaline, qui présente parfois la même teinte rouge vif.
II. MÉTHODE DE Grublkr. — La pièce a été durcie à Talcool, On en fait des coupes qu'on colore au bleu de méthyle pour les soumettre pendant plusieurs minutes à l'action de la solution alcoolique d'orcéine. Lavage à l'alcool absolu, huile de bergamote, baume de Canada. Le tissu collogène est coloré en rouge foncé d'orcéine.
Ilf. RÉACTION DE l'iode. 1° Les coupes, après durcissement à l'alcool et inclusion celloïdinée, sont portées dans la solution de gentiane alunée, 1 à 24 heures ;
2* Lavage à l'eau ;
3° Solution fraîche d'iode (un cristal d'iode dans un verre de montre de solution à 5 0/0 d'iodure de potassium), 1 à 2 minutes ;
4" Lavage à l'eau. On porte la coupe sur porte-objet et on sèche;
5° Décoloration dans le liquide de Benekc (3 parties d'aniline pour 2 parties de xylol) ;
6° Bain de xylol.
Les préparations sont colorées en bleu (Unna).
Si les cylindres colloïdes rénaux et les corpuscules concentriques du thyus deviennent rouge orange, les muscles présentant cette lésion sont teints en rouge jaunâtre par la méthode de van Gieson.
VII. Dégénérescence amyloïde
Les tissus en voie de dégénérescence amyloïde peuvent être examinés en coupes fraîches ayant une consistance ferme, ou durcies au préalable dans l'alcool ou le liquide de MuUer. Les réactions de la dégénérescence amyloïde sont :
a. Réaction iodée.
On porte les coupes dans une solution d'iode brun cognac, qu'on prépare en diluant dans l'eau distillée la solution ordinaire de Lugol. Après 3 minutes, on lave dans l'eau et on examine dans la glycérine. Les foyers malades deviennent rouge brun, tandis que les autres tissus sont blanc jaunâtre.
La coloration brun rouge devient plus éclatante par l'addition de :25 0/0 de glycérine à la solution iodée. Cette réaction est passagère : les coupes ne peuvent donc être conservées comme telles. Pour les conserver, il faut recourir à la méthode employée par Langhans pour le glycogène.
b. Réaction de l'acide sulfurique iodé.
Si on ajoute, la coupe étant traitée par l'iode de la façon sus-indiquée, de l'acide sulfurique à 1 0/0, la coloration brune des parties en dégénérescence amyloïde devient plus foncée ou passe au violet bleu et même au vert. Ces couleurs peuvent apparaître après le simple traitement iodé.
Remarquons que, d'après Yirchow, le cartilage adulte prend parfois une teinte bleuâtre avec ce réactif.
Les corps suivants réagissent par l'iode d'une façon identique à celle de la matière amyloïde :
a) Les corps amylacés^ qu'on rencontre surtout dans la prostate et dans le système nerveux central: la solution iodo-iodurée la colore en brun, tandis que les autres tissus deviennent jaunes ;
h) Les no ijaux d'amidon^ qui deviennent bleus sous l'action d'une dilution faible du Lugol (1 : 4-5) ;
c) La cellulose des ^\a.nieSj qui devient jaune dans la solution simple d'iode. Mais, en ajoutant à celle-ci, après lavage à l'eau, sur le bord du couvre-objet, de l'acide sulfurique pur, la cellulose au contact de ce dernier prend la couleur bleuet.
Ou a cependant constaté que, dans certains cas, la coloration de certains éléments est bleu verdàtre, alors que celle d'autres éléments est rouge sombre, ce qui pourrait faire admettre deux variétés de matière amyloïde, ou du moins deux stades de développement de cette matière. Ainsi, dans la rate, les artères et les capillaires des follicules les plus développés, les plus anciens, deviennent bleus, et ceux des follicules plus récents et moins volumineux deviennent rouges (Friedlaender-Eberth).
c. Réaction du violet de méthyle.
1" Colorer dans une solution à 1 0/0 de violet de métbyle, à 5 minutes ;
Laver dans l'eau distillée additionnée de 1/2 0/0 d'acide acétique ; 3*" Examiner dans la glycérine.
La substance amyloïde devient rouge pourpre, le tissu restant bleu. La coloration se maintenant dans la glycérine, les coupes pourront être conservées après bordure à la cire et à la laque. La réaction du violet de gentiane est presque identi({ue. De même celle de l'encre de Leonbardi, ({ui renferme du violet de méthyle.
Il ne convient pas de déshydrater les coupes dans l'alcool et de les monter dans le baume de Canada. Le mieux est de les monter dans l'acétate de potasse et de luter à la paraffine. L'inclusion dans la lévulose (VVeigert) ou dans le sirop de sucre est également recommandable.
d. l/ert de méthyle.
Le vert de méthyle, employé d'après la méthode du violet de méthyle que nous venons d'indiquer, donne à la matière amyloïde une coloration violette, et une coloration verte aux autres tissus, surtout aux noyaux.
n. l/ert d'iode.
l"" Colorer les coupes, fraîches ou durcies, pendant 24 heures dans la solution suivante :
Vert d'iode 0 gr. o.
Eau distillée 150 gramniBS.
2° Laver dans l'eau.
Les coupes amyloïdes deviennent violet rouge; les autres tissus, verts. Stilling préfère cette réaction à celle du violet de méthyle.
f. Méthode de Birch-Hirschfeld.
Colorer pendant 5 minutes dans une solution alcoolique de brun de Bismarck à 2 0/0 ; 2° Laver dans l'alcool absolu ; 3*^ Laver dans l'eau distillée, 10 minutes;
4° Colorer dans une solution de violet de gentiane à 2 0/^0, 5 à 10 minutes;
S*" Laver dans l'eau acidifiée : 10 gouttes d'acide acétique pour un verre de montre d'eau ; 6° Inclure à la lévulose.
Cette méthode permet de délimiter très nettement les foyers amyloïdes (colorés en rouge hortensia) entre les autres tissus dont les noyaux deviennent bruns.
g. Double coloration à l'hématoxyline et à l'éosine.
Il faut toujours y recourir lorsqu'on veut établir les rapports de la masse amyloïde vis-à-vis des autres tissus. Il est ainsi plus facile de s'orienter dans les coupes que si on avait fait usage d'une réaction caractéristique. La substance amyloïde se colore en rose; les noyaux des cellules atrophiées sont faciles à reconnaître dans le voisinage immédiat des masses amyloïdes, alors qu'ils sont souvent masqués par la réaction amyloïde simple.
h. Méthode de van Gieson.
Elle rend les plus grands services. La substance amyloïde prend une teinte allant du rose au rouge brunâtre.
VIII. Recherche du glycogène
Les pièces anatomiques, les morceaux de reins, de tumeurs, seront durcis dans l'alcool autant que possible à l'état frais; le liquide de MuUer n'est pas utilisable, l'eau dissolvant le glycogène. Les coupes étant placées dans la solution faible d'iode, le glycogène se colore en rouge brun. Mais, comme l'action de l'eau modifie la réaction, on utilisera, d'après le conseil à'Ehrlich^ une solution concentrée de gomme, qu'on mélangera à 1 0/0 de la solution de Lugol, et on y conservera les coupes.
On peut aussi examiner les coupes dans la glycérine, à laquelle on ajoute un demi-volume de la solution de Lugol. Cette méthode présente l'avantage d'éclaircir les coupes fortement et simultanément [elle doit avoir la préférence pour les forts grossissements].
Métuode de Langiians. — L'huile d'origan doit être employée si l'on veut éclaircir et conserver les préparations. Mais on ne doit pas opérer la déshydratation dans l'alcool absolu chimiquement pur, qui dissout l'iode instantanément, mais bien dans un mélange de quatre parties d'alcool absolu pour une partie de teinture d'iode officinale. Voici en (juoi consiste la méthode.
1° Durcissement des pièces — aussi fraîches que possible — dans l'alcool absolu ; 2° Coloration dans la solution de Lugol;
3° Déshydratation dans un mélange de 1 partie de teinture d'iode et de 4 parties d'alcool absolu;
4" Éclaircissement et conservation dans l'huile d'origan.
IX. Dégénérescence hyaline
On recherche cette dégénérescence par le procédé de la double coloralion à l'hématoxyline et à l'éosine. Il suffit du reste d'une coloration des coupes pour mettre en évidence la structure vitreuse des tissus présentant cette lésion. On lui a|)plique avec avantage la méthode de van (îieson, qui la colore en rouge brillant.
Méthode du violet cristal (1) :
1° Passer la coupe sur la lame, pendant 10 à Ki minutes, dans la solution suivante :
(varboiiiUe <i'aimnonia(|ue à 1 0/0.
Violet cristal (en soliuion alcooliqMe concentrée), Q. S. 2° (îram, pendant 2 minutes;
3° Solution alcoolique concentrée (alcool absolu) de Iluorescéine jusqu'à décoloration de la matière violette; 4" Alcool absolu, pour enlever l'excès de iluorescéine;
Essence de girofle; G" Xylol.
picro-carmin, féosine, seule ou associée à f auraiitia, colorent très bion aussi les masses hyalines.
X. Imprégnation de sels calcaires
Les dépôts frais de sels calcaires dans les tissus présentent des granulations brillantes qui se dissolvent dans l'acide clilorhydrique à ;> 0 0. celui-ci étant introduit par les l)ords du couvre-objet. Les régions préalablement opaques deviennent transparentes après la dissolution des sels, et l'on observe la formation de bulles d'acide carbonique, tandis (jue les phosphates ne présentent pas ce dégagement. Les tissus en voie de calcification deviennent d'un bleu intense par l'hématoxyline; de même, les
(1) Letulle, ï. c, p. 464.
tissus décalcifiés par un acide tel que la substance fondamentale du cartilage calcifié de la région endochondrale.
XI. Imprégnation de phosphates
Lorsqu'ils sont abondants, on peut les reconnaître à l'œil nu, au moyen du molybdate d'ammoniaque qui donne une coloration jaune. De là les coupes sont portées dans une solution à 20 0/0 de pyro gallol dans l'étlier; on déshydrate et on monte dans le baume de Canada. Le phospho-molybdate a été réduit et il se produit une coloration brune ou noire (Lilienfeld et Monti).
XII. Pigmentation
Les foyers hémorragiques renferment de Thématoïdine amorphe ou cristallisée en tablettes rliomboédriques. Cette substance est facilement reconnaissable à sa coloration jaune orange ou plutôt rouge. Mais on rencontre aussi des masses amorphes, jaunes ou môme brun noir, qu'on réunit sous la désignation d'hémosidérine à cause du fer qu'elles contiennent.
RÉACTIONS DE LHÉMOSIDÉRINE, c'eST-A-DIRE DU FER.
a. Solution de ferrocyanure de potassium et d'acide chlorhydrique.
On porte les coupes pendant quelques minutes dans une solution aqueuse à ^ 0/0 de ferrocyanure de potassium, puis dans la glycérine additionnée de 1/2 0/0 d'acide chlorhydrique. L'hémosidérine prend une teinte bleu net.
Pour conserver les préparations et colorer simultanément les noyaux, on procédera ainsi : on ajoute à la solution lithino-carminée ordinaire quelques gouttes de la solution de ferrocyanure de potassium, et l'on passe ensuite dans la glycérine acidifiée par l'acide chlorhydrique, ou bien on lave dans l'alcool chlorhydrique, puis dans l'eau, on déshydrate dans l'alcool et l'on monte dans le baume de Canada.
On peut aussi commencer par la réaction du ferrocyanure de potassium et la glycérine chlorhydrique, laver les coupes et colorer dans le carmin aluné.
b. Méthode de Stieda.
1° Colorer au carmin lithiné, plusieurs heures. 2° Laver rapidement à l'eau distillée.
3° Bain de ferro-cyanure de potassium, 4 à 6 heures. 4« Bain de H Cl à 1 0/0, G à 12 heures.
5° Eau, alcool, alcool absolu, huile d'origan, baume de Canada. Cette méthode colore fort bien les noyaux tout en donnant la réaction du fer.
c. Sulfure d'ammonium.
1° Bain dans la solution fraîche de sulfure d'ammonium pendant 5 â 20 minutes, jusqu'à coloration vert foncé ou vert noir ; 2° Lavage rapide dans l'eau ; S*' Examen et conservation dans la glycérine.
Le fer se montre sous forme de petites granulations noires ou vert noir.
On peut aussi porter les préparations de l'eau dans l'alcool, l'huile d'oeillet et le baume de Canada.
d. Méthode de Zalefshi.
Dans cette méthode, on comljine l'action du ferro-cyanure de potassium avec celle du sulfure d'ammonium. On traite les pièces en masse au lieu de les traiter en coupes.
(a) Sulfure (f ammonium.
1" Baigner les pièces pendant 24 heures dans l'alcool à G5°.
2" Les durcir pendant 24 heures dans l'alcool à 90° additionné de quelques gouttes de sulfure d'ammonium concentré, et agiter de temps en temps.
3" Durcir ensuite dans l'alcool absolu additionné de plusieurs gouttes de sulfure d'ammonium.
4° Couper.
Le flacon sera complètement rempli d'alcool, atin d'empêcher l'oxydation par l'air. On ne fera pas usage de bouchons en liège qui donnent la réaction du fer avec le sulfure d'ammonium. Les pièces peuvent être conservées pendant longtemps dans l'alcocjl contenant ce produit.
(b) Ferro-cjjanure de potassium.
1° Baigner les pièces pendant 24 heures dans l'alcool à 05°. 2" Baigner dans la solution à 1 0/0 de ferro-cyanure jaune dans ralco<jl à 90", 2 à 3 jours.
3" Porter dans la solution à 1 0/0 de ferro-cyanure jaune dans l'alcool à 05°.
4° Porter dans l'alcool chlorhydrique de 1 à 2 0/0, 2 à 3 jours. 0° Faire les coupes. La coloration au carmin réussit fort bien. Le traitement par l'alcool à. 05° facilite la pénétration ultérieure de
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l'acide chloi'hy(lri(|ue. Los pièces, traitées [)ar ie ferrocyanure, prennent beaucoup mieux les couleurs qu'après le sulfure d'ammonium.
On peut aussi se servir du ferricyanure de potassium qui donne une coloration bleue avec Toxydule de fer, ou recourir au sulfocyanate de potasse, etc.; dans les deux cas, traiter ensuite par l'acide chbu-hydrique.
« Vacide sulfuriquc concentré, mis lentement au contact des cristaux et des granulations d'he'matoïdine, donne naissance à une série de teintes virant du bleu au vert et au rouge rosé avant de dissoudre la matière colorante. Cette réaction s'obtient en plaçant une goutte d'acide concentré sur un des bords de la lamelle, en ayant soin de ne plus la remuer pour éviter la dissolution instantanée de la matière colorante. Sous l'action de la soude et de la potassC;, ils se gonflent et se dissolvent en partie. » (Legrain.)
Quand on recliercbe la présence du fer, il ne faut pas employer d'aiguille d'acier, et on évite avec soin tout contact avec les objets de ce métal.
La métbode du ferrocyanure de potassium a l'inconvénient, signalé par Quincke, de coaguler l'albumine et de se diffuser légèrenumt dans les régions voisines. Mais ceci a peu d'importance si l'on suit sous le microscope la marche de la réaction dans la glycérine chlorhydrique.
D'autre part, on ne perdra pas de vue que le sulfure d'ammonium provoque, avec une série d'autres métaux, la formation de dépôts analogues à ceux du fer : ainsi avec l'argent, le plond) et le mercure.
C'est pourquoi il y peut y avoir avantage à faire les deux réactions.
Remarquons en outre que les pigments peuvent rester insensibles à ce procédé, alors même qu'ils renferment des combinaisons de fer. Cela peut dépendre de la variété de la combinaison, qui ne réagit qu'à un stade déterminé. Les pigments trop frais ou trop anciens ne réagissent pas non plus.
S'il s'agit uniquement d'étudier la situation du pigment, on colorera les coupes de préférence en rouge avec le carmin lithiné, le carmin boracique ou le carmin aluné, qui mettent le pigment bien en évidence. Le carmin aluné est plus recommandable que le carmin lithiné, car il ne réclame pas le lavage dans l'acide chlorhydrique.
Nous parlerons plus loin de la recherche des cristaux d'hémine.
CHAPITRE X
Les tissus bourgeonnants et enflammés seront durcis dans les liquides de Muller, de Flemming ou d'autres produits qui conviennent aussi bien l)our les cas de prolifération hyperplasique que pour les tumeurs.
Avant toul, on emi)loiera le li([uide de Muller lors([u'on voudra éviter le ratatinement des tissus et conserver le sang dans les vaisseaux. Les tisseux celluleux délicats, les sarcomes noirs, les tumeurs myxomateuses, les gliomes, les enchondromes, etc., se colorent beaucoup mieux après durcissement dans le li([uide de Muller que dans l'alcool.
Mais, si l'on veut rechercher la présence des microbes dans les tissus bourgeonnants, on donnera la préférence au durcissement par l'alcool. Nous parlerons plus loin d'autres nuHhodes.
Pour se rendre com[)te d'une façon précise des structures cellulaire et nucléaire des tissus proliférants, des tumeurs par exemple, on fera l'examen de ceux-ci à l'état aussi frais ([ue possible, dans les solutions indillerentes, telle que la solution de sel marin à (),() 0/0. Arnold rec<mimande, dans ce but, une solution très faible de vert de méthyle dans une solution de sel marin à 0,6 0/0 ; mais la solution de Flemming mérite la préférence. Du reste, il est absolument indispensable d'étudier les figures nucléaires })our reconnaître les variétés cellulaires qui ont donné naissance aux bourgeons d'intlammation d'iiyperplasie, aux tumeurs. Pour les tumeurs, on choisit les parties qui se trouvent à la limite des tissus préexistants. Les solutions d'Hermann, de sublimé, etc., présentent aussi les plus grands avantages.
On commencera par traiter les coupes par les colorants nucléaires. Il est à remar({uer que les diflerentes variétés de cellules réagissent avec une intensité variée, les leucocytes ],)renant la teinte la plus foncée. Cette réaction est d'un grand secours pour distinguer, dans rinfdtration inflammatoire, les globules hlancs émigrés des cellules conjonctives préexistantes dont elles peuvent revêtir la forme.
Dans rinflammation chronique, les tissus, surtout le tissu conjonctif, renferment souvent un grand nombre des celMes jûasmatiques . Celles qui sont deux à trois fois plus f-randes que les leucocytes ont un noyau paie et un protoplasma à grosses granulations, dont plusieurs prennent les couleurs basiques d'aniline, c'est-à-dire les colorants ordinaires des microbes, tandis que le noya^u reste souvent pâle.
Réaction des cellules ])Jasmafîques . — Procédé d'Elirlich.
1° Durcissement dans l'alcool.
2° Coloration pendant 12 à 24 heures dans :
Dahlia en excès.
Alcool absolu .^0 cent. c.
Eau distillée 100 —
Acide acétique 12, o —
3° Lavage dans l'eau.
Pcir: colorer simultanément les cellules plasmatiques et les noyaux cellulaires, on emploie la méthode cV Ehrlich-WpstpliaJ . 1° Coloration pendant 24 heures dans :
►Soliiliop alcool . concentrée de dahlia -. j ^
Cai'min alune ' na 100.
Glycérine \
Acide acétique 20.
2° Lavage dans l'alcool.
S"" Huile, baume de Canada.
Les noyaux des tissus sont rouges, les granulations des cellules plasmatiques et les microbes, bleus.
On se sert en général du mésentère de la grenouille pour étudier les processus inflammatoires dans les tissus vivants. On choisit des mâles volumineux, les organes génitaux de la femelle étant gênants pour tirer le mésentère au dehors. Oninsutïle avec une pipette en verre 2 gouttes d'une solution aqueuse de curare à 1 0/0 sous la peau de l'animal, de préférence à la cuisse, après avoir ouvert celle-ci avec des ciseaux. L'animal devient immobile au bout de 1/2 h. à 3/4 d'heure. On ouvre le ventre sur la ligne axillaire, en incisant d'abord la peau et les muscles et en pratiquant ensuite une ouverture longitudinale d'un centimètre. On arrête l'hémorragie à mesure par la pression avec du j^apier à fdtrer. Puis on extrait une anse avec son mésentère, on l'étalé sur un anneau de liège qu'on fixe à la gomme laque sur une plaque de verre. Le mésentère est maintenu au moyen d'aiguille.< de Carlsbad passées à travers l'intestin. L'animal doit être complètement curarisé pour que les tissus ne se déchirent pas. On peut employer les plaques qui servent aux cultures des
microbes; on y place ranimai à côté du bouchon et on le recouvre complètement de papier à filtrer, imbibé d'eau.
On constatera une émigration de globubes blancs au bout d'un quart d'heure, et l'on pourra continuer l'observation pendant plusieurs heures si l'animal est couvert de papier ; pour la poursuivre plus d'un jour, on fera une nouvelle curarisation.
On peut étudier de la même façon la circulation sur la membrane natatoire et la langue de la grenouille.
Examen des microbes non colorés sur le porte-objet
On dépose une goutte du liquide sur le porte-objet et on la recouvre d'un deckglass sans la diluer ou après l'avoir diluée dans l'eau distillée, s'il y a beaucoup d'éléments cellulaires.
On examine à un fort grossissement, le diaphragme-iris étant rétréci. Pour éviter de faire une confusion, surtout des cocci avec les granulations albumineuses, on ajoute à la préparation de l'acide acétique dilué ou 2 0/0 de lessive de potasse qui ne dissout pas les microbes, si ce n'est le spirille récurrent. Les bactéries non plus ne sont pas altérées par l'alcool, le chloroforme et l'éther, qui dissolvent la graisse.
En général, la forme régulière et le volume des microbes, souvent aussi leurs dispositions particulières en chaînettes, en grai)pes, en zooglées, mettent à l'abri des erreurs.
Pour examiner une culture fraîche, on en prélève une parcelle avec une aiguille de platine, on la dépose dans une goutte d'eau sur le porte-objet où on l'étalé. Au lieu d'eau distillée, on peut employer une solution de sel marin à 0,G0/0 ou du bouillon; dans le cas oii l'on voudrait arrêter les mouvements des microbes, on déposera sur le bord du couvre-objet une goutte de la solution sublimée.
Examen en goutte suspendue
Il est plus important parce qu'il peut être prolongé alors que les microbes sont encore en vie. On se sert d'un porte-objet ayant au centre une excavation en verre de montre. On recouvre les bords de celle-ci avec une légère couche de vaseline, afin que la petite chambre humide ainsi formée
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soit à l'abri de l'air lorsqu'on appliquera le deck^lass. On porte, avec un til de platine, une goutte du liquide à examiner sur le couvre-objet nettoyé avec soin, qu'on applique sur la goutte de vaseline, la goutte étant suspendue dans la cavité duporte-objet à sa face inférieure. Le porte-objet, le deckglass et tous les objets employés doivent être stérilisés à la flamme.
On examine la goutte, le diaphragme étant fermé. Il faut éviter, en mettant au point, de ne pas trop abaisser le tube du microscope. L'examen terminé, on retire le deckglass et on enlève la vaseline avec de la benzine ; puis, la goutte étant sèche, on procède à la coloration.
Lorsqu'on veut étudier les propriétés biologiques de certains microbes qu'on a, par exemple, produits en cultures pures, on pose sur le deckglass une goutte de bouillon stérilisé qu'on inocule en se servant du fil de platine stérilisé au préalable et plongé dans la culture. Il est possible de continuer l'examen, en goutte suspendue, pendant plusieurs jours; on peut, dans l'intervalle, porter la i)réparation à l'étuve.
Examen des microbes par les colorants
Pour colorer les mici*ol)es, on ne se sert guère que des couleurs basiques d'aniline, surtout du violet de gentiane, du bleu de méthyle, de la fuchsine et du brun de Bismarck (vésuvine). Elles s'emploient surtout en solutions aqueuses. Mais, celles-ci n'étant })as stables, on fait des solutions alcooliques concentrées ([ui servent, chaque fois, à préparer « extemporanément» une solution acjueuse, en versant dans l'eau distillée une certaine (juantif('' pour obtenir un li([uide renfermant de 1 à 1/20/0 de matière colorante.
Les solutions suivantes sont très fréquemment employées :
II. BIcii composé de Roii.r
Solution aqueuse (le violet de (lalilia à 1 0/0 \ partie.
Solution aciueuse de vert de méthyle à 1 0/0 3 —
Eau distillée stérilisée : Q. S. pour une belle couleur bleue, pas trop foncée.
Filtrer. Hain de une à deux minutes et inclusion dans le baume.
m. Méthode modifiée de Davalos, très pratique:
Rubiiie { gramme.
Alcool absolu 10 " —
Ajouter de temps en temps :
Eau ithéniquée à 5 0/0 100 grammes.
La solution est bonne au bout de quelques jours et s'améliore en vieillissant
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On augmente la puissance d'impréfj^nation des colorants :
a] Par le chauffage, soit pendant quelque temps à l'étuve ou à la lampe à alcool, c'est-à-dire jusqu'à ce que la surface liquide dégage des vapeurs.
h) Par l'addition de la potasse caustique. Kocli combinait, au début, ces deux méthodes pour colorer le bacille de la tuberbulose.
Actuellement, on ne se sert plus guère de la soude caustique que dans la solution de Loeffler au bleu de méthyle, qui est très stable et très employée en bactériologie.
c) Par dissolution des couleurs dans l'eau d'aniline. On prépare l'eau d'aniline en mélangeant 3 parties d'huile d'aniline à 100 parties d'eau dans un tube à réactif qu'on agite avec soin ; il se forme un liquide laiteux qu'on filtre et qui redevient clair, transparent. On dissout directement la couleur dans l'eau d'aniline, ou bien on y verse une quantité suffisante de la solution alcoolique concentrée pour obtenir une opalescence manifeste.
On emploie surtout la fuchsine à l'eau d'aniline et le violet de gentiane aniliné.
(1) Par l'acide phénique. L'eau phéniquée à 3 0/0 renforce aussi l'action de l'aniline. Les solutions phéniquées des couleurs d'aniline sont surtout recommandables à cause de leur énergie de pénétration et de leur stabilité.
Il suffît, en général, pour enlever l'excès de matière colorante, de laver la préparation dans une grande quantité d'eau distillée. Signalons aussi :
1° L'alcool ;
2*^ L'acide acétique dilué à 1/2 ou 1 0/0.
Ces deux produits permettent d'enlever complètement la couleur et font mieux ressortir le noyau dans les coupes.
Pour obtenir cette coloration nucléaire, on emploie souvent en premier lieu l'acide acétique, puis l'alcool.
S'' La solution iodo-iodurée à 1 : 2 : 100.
4° Les acides minéraux à 3 ou 10 0/0.
Ces deux procédés décolorent très fortement même un certain nombre de microbes qui deviennent ainsi différenciables.
5" Différents sels qui décolorent les noyaux : carbonate de potasse et de soude, perchlorure de fer, bichromate de potasse, permanganate de potasse, chlorure de palladium, carbonate de lithine, etc.
6" Des couleurs acides d'aniline : la tropoléine et la fluorescéine qui, ajoutées à l'alcool, augmentent son pouvoir décolorant.
Pour la plupart des cas, les couleurs basiques d'aniline agissent fort bien. La solution suivante est surtout d'un usage très répandu :
SOLUTION DE LOEFFLEK AU BLEU DE MÉTIIYLE
Solution concentrée alcoolique de hleti de métlivle 30 cent. c.
Lessive de potasse à 0,01 0/0 '. 100 —
Principales couleurs employées :
Fuchsine, assez stable.
Violet de gentiane, très stable et très active. Elle convient surtout aux microbes tels que ceux de la fièvre typhoïde, qui cèdent facilement la couleur à l'alcool. Violet de méthyle, stable, fort active.
Bleu de méthyle, moins stable et moins active, mais ressort mieux que le violet.
Principaux réactifs :
Liqueur de Ziehl.
Liqueur d'Ehrlich.
Liqueur de Gram.
Bleu de Roux.
Bleu de Loefller.
Décolorants :
Acides minéraux.
Alcools au tiers, à 05° et absolu Alcool chlorhydrique.
Eau acétique.
Sels(0.
Colorants de contraste (2).
Sij,'nalons aussi, parmi les solutions colorantes : le bleu phéniqué de méthyle et de toluidine au tannin, la solution triacide d'Ehrlich
Coloration des préparations sur lamelle
Pour examiner à l'aide des couUuirs les microbes des li(|ui(les, ou bien on frotte une goutte sur un couvre-objet avec un fil de i)latine, ou bien on recouvre un deckji,lass charj-é de la goutte d'un autre deckglass et on les frotte l'un contre l'autre; on les sépare, on sèche à l'air et on passe trois fois à la flamme. Qu'on remarque bien que la fixation par la chaleur n'est complète que si la préparation est bien sèche.
Mais certains microbes (bacille récurrent) sont défavorablement influencé par la chaleur; dans ce cas, les préparations séchées à l'air doivent être fixées dans un bain de parties égales d'alcool et d'éther, prolongé ])liisieurs lieures.
(1) Parmi les décolorants, signalons encore : la glycérine, l'iuiile d'aniline et les essences de girofle, de bergamote, dont l'action est lente, et de l'eau bouillante.
(2) Ainsi la fuclisine est remplacée par le bleu de méthyle de Loeffler ; le bleu alcalin le cède au brun de Bismarck. Dans ce dernier cas, les microbes seuls restent bleus, le reste de la préparation ])assant au brun.
On porte alors le deck^lass dans vin verre de montre contenant la matière colorante, en le laissant tomber la face frottée en dessous: ou bien on porte sur le couvre-objet deux gouttes de la solution colorante avec une tige de verre ou une i)ipette; une, deux ou trois minutes après, on lave, en l'agitant, le couvre-objet dans un récipient rempli d'eau jusqu'à ce (ju'il n'abandonne plus de colorant, puis on le sèche en le passant ])lusieurs fois sur du papier à filtrer ou même au-dessus de la flamme. Le baume de Canada se troublerait au contact des traces d'humidité.
On porte alors une goutte de baume de Canada sur le porte-objet. Si pourtant on ne conserve pas la préparation, on met une goutte d'eau sur ce couvre-objet. Mais les préparations au baume présentent des images plus nettes.
On peut aussi colorer isolément les mirrohes sans les noyaux : il suffit de porter le deckglass pendant une minute dans une solution saturée de carl)onate de potasse, diluée dans son volume d'eau. On lave ensuite à l'eau.
La coloration des préparations sur le couvre-objet comprend par conséquent les numipidations suivantes :
L* Etalage du li(juide sur le couvre-objet et dessiccation.
2° Triple passage à la flamme.
3" Coloration, une à trois minutes.
4*^ Lavage à l'eau.
Dessiccation entre des feuilles de papier à filtrer.
G" Baume de Canada.
Cette méthode est applicable aux solutions aqueuses de fuchsine, de violet de gentiane, de bleu de méthyle et de brun de Bismarck. C'est surtout au violet de gentiane que l'on s'adresse; les règles que nous avons indiquées plus haut peuvent aussi être mises en pratique. La solution de Lœffler au bleu de méthyle est fort recommandable ; de même celles où entre l'eau phéniquée rendent de grands services. Pour beaucoup de cas, on se trouve bien de la méthode suivante :
Méthode de Gram.
1° Colorer pendant 2 à 5 minutes dans la solution saturée de violet de gentiane dans l'eau d'aniline.
2" Porter la préparation pendant 1 minute à 1 minute i / !2 dans la solution iodo-iodurée (1 : 2 : 300), où elle devient noire.
3° Décolorer dans l'alcool jusqu'à ce que la coloration noire commence à disparaître et s'atténue jusqu'au grisâtre.
A" Inclure dans le baume de Canada.
La décoloration dans l'alcool absolu peut être accélérée et renforcée par l'addition d'acide nitrique à 3 0/0. De l'alcool acide les coupes sont
alors portées dans l'alcool pur. On peut aussi, d'après Ribbert, arriver au même résultat en ajoutant à l'alcool 10 à 20 parties d'acide acétique.
La méthode de Gram a deux avantages. Elle décolore toutes les parties constituantes des cellules et fait d'autant mieux ressortir les microbes, qui sont bleu foncé. Au reste, les cellules peuvent être mises de nouveau en évidence par une coloration consécutive par contraste avec le bleu de Bismarck.
Son deuxième avantage est de ne s'appliquer qu'à certaines espèces de microbes, qui peuvent être ainsi différenciés d'autres qui leur ressemi)lent morphologiquement. C'est donc en outre une méthode de diagnostic différentiel .
Microbes qui prennent 1) le Gram : bacille de la tuberculose, pneumocoque de Fraenkel-Weichselbaum, streptocoque pyogène, streptocoque érysipélateux, staphylocoques pyogènes doré, blanc, citrin et jaune, bacille du charbon, bacille dn rouget du porc, microcoque tétragène, bacille du rhinosclérome, du tétanos, de la lèpre, actinomyces, bacille de la septicémie des souris.
Microbes décolorés par le Gram : bacille typhique, gonocoque, bacille encapsulé d(! Friedlaender, bacille-virgule du choléra, bacille de la diphtérie, de la morve, de l'œdème malin, du charbon symptomati([ue, du choléra des poules, de la septicémie des lapins, de la peste bovine, spirille récurrent.
Méthodes de coloration des cils ou flagella des microbes.
I. Méthode de Loei eleh
Elle est basée sur l'emploi d'un mordant et d'une solution colorante.
1" Mordant. — A 10 centimètres cubes d'une solution aqueuse de tannin à 20 p. 100, on ajoute goutte à goutte une solution de sulfate de fer, jusqu'àceque le liquide devienne violet noir. On ajoute 1 centimètre cube d'une solution acjueuse ou alcoolic^ue de fuchsine (le violet de méthyle ou la décoction à 1 p. 8 de bois de campêclie est moins active). Les lamelles étant séchées à l'air, puis passées à la llamme, sont recouvertes d'une couche de mordant et maintenues à une distance de la flamme telle que le liquide fume faiblement ; on laisse encore la lamelle imprégnée de mordant pendant 1 à 1 minute 1/2.
Mais le liquide contenant des bactéries est riche en matières muqueuses, (ui albumine ou en gélatine; on en dilue au préalable une petite quantité
l) a. Prendre, tenir le Gram, ou se colorer par le Gram.
h. Ne pas prendre, ne pas tenir le Gram, signifie se décolorer sous raclion du Gram.
dans l'eau, d'abord dans une goutte d'eau distillée, puis un peu de celle-ci dans une autre, jusqu'à ce qu'on ait un liquide pauvre en matières solides.
11 y a beaucoup de microbes (acidifiants) qui se trouvent mieux de l'addition au mordant d'un alcali (une goutte d'une solution de soude caustique à 1 U/Oi, alors que d'autres (alcalinisants) réclament une réaction acide. On recherchera au préalable le degré convenable d'alcalinité ou d'acidité.
2" On lave à l'eau, puis dans l'alcool absolu.
3° Solution roloranie. — Solution saturée de fuchsine dans l'eau d'aniline, neutralisée par l'addition d'un nombre de gouttes d'une solution d'hydrate de soude à 1 0/0, sulYisant pour rendre cette solution transparente. On porte la solution par gouttes sur un couvre-objet, on chauffe une minute jusqu'à production de vapeurs. Quand on juge la teinte suffisante, on lave, et la préparation est prête.
II. MÉTHODE DE Van Ermengem
Cette méthode consiste, comme celle de Golgi, à impre'gner la matière organique par de Targent à l'état métallique. Les cils étant fixés, de préférence au moyen d'un bain à l'acide osmique ou au tannin, on y provoque un dépôt de particules métalliques en soumettant les préparations à l'action simultanée de corps réducteurs et du nitrate d'argent.
1. Au premier point, c'est la nécessité où l'on se trouve de ne se servir que de couvre-objet d'une propreté absolue. La moindre trace de matières grasses, de souillure organique, donne des voiles qui gâtent les préparations.
Pour les nettoyer, on les fait bouillir dans la solution suivante :
Bichromate de potasse 60 grammes
Acide sulfurique concentit- 60 »
Eau 1.000
On lave ensuite dans plusieurs eaux, on passe dans l'alcool absolu et on laisse sécher en position verticale sous cloche, sans essuyer.
2. Pour avoir de bonnes préparations, il faut recourir à des cultures récentes (agar 10 à 18 heures) et diluer les organismes considérablement, de manière à n'en déposer qu'un très petit nombre sur le couvre-objet et à éviter que les matières organiques dissoutes n'y forment une couche enrobant les bactéries.
La préparation séchée est passée trois fois par la flamme, en la tenant entre les doigts.
3. Le bain fixateur qui a donné les meilleurs résultats, est le suivant :
Acide osmique (solution à 2 \) 1 partie
Tannin (solution de 10 à 25 %) 2 parties
On fait bien d'ajouter à la solution de tannin 4 à 5 gouttes d'acide acétique cristallisable par 100 c. c.
(I) E. Van Ermcngem, Nouvelle méthode de coloration des cils des bactéries : Annales de la Société de méd. de Gand, 1893, p. 231.
Ce mélange constitue une sorte d'encre de coloration noir bleu foncé. On en dépose une goutte sur le couvre-objet et on laisse agir pendant une demi-heure, à froid. A la température de oO à 60°, il suffit d'un contact de cinq minutes.
4. Les préparations, après avoir été lavées très soigneusement dans de l'eau et de l'alcool, sont plongées ensuite quelques secondes dans un bain sensibilisateur au nitrate d'argent très peu concentré, de 0,5 à 0,25 0/0.
5. Puis, sans laver les lamelles, on les passe dans le bain réducteur et renforçateur suivant :
Il importe de remarquer que les espèces reproduites présentent des différences très notables dans la manière dont elles se comportent vis-à-vis du bain mordant de Loeffler. Le D. typhosus ne se colore bien que dans un bain (tannin,
fer, sol. aie. de fuchsine), bain de 16 c. c. additionné de 22 gouttes NaHO ; le B. subtilis exige 35 à 40 gouttes ; le B. du lait bleu se colore dans un bain sans addition de soude ; le M. agilis demande un mordant un peu moins acide, de même qu'un Spirillum non liquéfiant (rapproché du S. concentricAim)^ tandis que le Sp. rubrum et celui du choiera asiatique ne présentent nettement leurs
cils que dans des bains additionnés d'une à six gouttes d'H2 "jf^. Les avantages de la méthode de Van Ermengem sont considérables.
III. MÉTHODE DE StRALS
C'est un procédé fort simple, mettant en évidence les cils des microbes, surtout du choléra, encore en vie. On prélève dans une culture en bouillon datant de 24 heures, ou même plus, une goutte que l'on dépose sur un porte-objet, on y ajoute une trace d'un mélange colorant, de la liqueur de Ziehl délayée dans 3 ou 4 parties d'eau. On recouvre d'une lamelle et on examine immédiatement à un grossissement convenable. On a oit que le microbe du choléra, par exemple, se termine par un appendice révélé seulement par une succession de points colorés.
De nombreux auteurs ont indiqué des méthodes de coloration des cils : Trenkmann choisit comme mordant, soit un mélange de tannin à i 0/0 et de HCl à 1 i/2, soit une solution concentrée d'extrait de bois de campéche avec acide gallique ou HCl à 1/2 0/0 ou acide phénique de I à 2 0/0, et colore pendant 1 à plusieurs heures dans la fuchsine; Dowdesicell colore les microbes du choléra dans la solution aqueuse de violet de gentiane et monte dans l'acétate de potasse. Bousfœldipréîère la solution — non acide — de sulfate de fer partiellement oxydé 5 c. c, qu'il ajoute à 10 c. c. de la solution chaude de tannin ; yicolle et Morax diluent dans une goutte d'eau une parcelle de culture sur agar, répètent trois fois les manipulations du mordant, du chauffage et du lavage de la méthode de Loeffler, puis colorent en deux fois dans le Ziehl. Ils lavent à l'eau et non pas à l'alcool.
Il nous reste à citer la méthode la plus récente; elle est d'application très simple et a fourni d'excellents résultats.
Acide gallique
Tannin
Acétate de soude I hki ■ Eau distillée
i) grammes 3 »
IV. MÉTHODE DE Bl'NGE
1° Solution d'acide taniiique 3 parties
Solution de sesquiclilorure de fer au 1/20 i »
Prendre de ce mélange 10 c. c. et ajouter solution aqueuse concentrée de fuchsine, 1 c. c.
Laisser à l'air pendant quelques semaines, filtrer au moment de l'usage, y baigner les lamelles séctiées, pendant 5 minutes (au besoin chauffer légèrement).
2° Laver, sécher.
3° Colorer à chaud la lamelle par la fuchsine phéniquée, quelques minutes.
En terminant ce paragraphe, nous estimons qu il est utile de ne pas perdre de vue que de nombreux bactériologistes, très versés dans la technique, n'ont pu obtenir des résultats aussi nets que les auteurs dont ils mettaient les procédés en pratique. Si la pureté des couleurs joue évidemment un rôle dans quelques cas, l'explication de ces échecs laisse souvent à désirer.
B. Examen des microbes dans les coupes.
L'étude des microbes dans les coupes se pratique presque toujours après coloration préalable.
On porte, en général, les coupes directement de l'alcool absolu dans le bain colorant, qui est, dans la plupart des cas, au violet de gentiane.
Le plus souvent, on recourt aux méthodes des préparations par frottis, auxquelles on apporte pourtant, avec avantage, certaines modifications.
a) Il est presque toujours nécessaire de laisser les coiqm jjli/s lonf/temps dans le haiii colorant que les préparations sèches correspondantes.
h) Il est souvent utile de renforcer la coloration par la chaleur soit à fétuve, soit à la lampe à alcool : on laisse la préparation exposée à la llamme, jusqu'à dégagement de vapeurs de la surface du bain colorant.
c) Lorsque les noyaux ont été décolorés ou sont devenus moins nets. le procècU de la double coloration les mettra de nouveau en relief. Le carmin picro-lithiné, le picro-carmin et le brun de Bismarck sont alors indicjués.
d) Pour éviter ou diminuer la décoloration partielle des coupes, déterminée par la déshydratation dans l'alcool, on dissoudra dans l'alcool de déshydratation une petite quantité de la couleur employée. Mais, en général, cela est inutile si on colore au préalable assez énergiquement pour qu'une décoloration partielle soit même plutôt à souhaiter.
e) L'huile d'œillet, dissolvant les couleurs d'aniline, ne convient pas pour éclaircir les coupes, auxquelles elle donnerait une nuance sale. L'huile d'origan vaut mieux, mais le xylol mérite la préférence pour éclaircir les coupes renfermant des microbes.
Méthodes de coloration des coupes renfermant des microbes.
MÉTHODE DE LOEFFLER.
1° Coloration dans le bien de méthyle de Lœiller, 3 à o minutes;
10 à 30 secondes dans l'acide acétique de 0,5 0/0 à 1 0/0 ; 3*^ Déshydratation dans l'alcool; xylol, baume de Canada; Pour renforcer la coloration, on peut ajouter à l'acide acétique une (Quantité suflisante de tropéoline qui le rend ronge jaunâtre.
Coloration ai; violet de gentiane.
1" Coloration dans la solution aqueuse à 2 0 0, ou alcoolique forte de violet de gentiane, jusqu'à ce que la coupe soit violetfoncé; 2° Lavage dans l'alcool absolu jus([u'à coloration violet clair; 3° Xylol, baume de Canada.
Cette méthode donne en général de très ])ons résultats, surtout dans les coupes renfermant le bacille du cliarJK)n. Les bacilles ont une teinte foncée et se distinguent clairement des noyaux, qui sont nettement violet clair.
Il convient parfois de ])orter les cou])es, au sortir du bain colorant, et avant leur lavage dans l'alcool, dans l'acide acéti(iue à 0.5 0/0 pendant 10 à 20 secondes.
MÉTiiODi-: DK Gram.
Elle est plus longue que dans les préparai ions sur lamelles séchées. i*our em|)ècher le recoquevillement des coupes, on les porte avec une spdiule dans la solution d'iode, soit directement au sortir du l)ain coloi-anl, soit a[)i'ès leur passage pendant quehiues instants dans la solution de sel de cuisine; à 0,0 0 0.
On peut ensuite, avec avantage, faire la double coloration, de préférence au brun de Bismarck.
l" La c()u[)e décolorée dans l'alcool est portée, pour 2 à 5 minutes, dans la solution aqueuse ou alcoolique de brun de Bismarck;
2" On lave dans l'alcool absolu, jusqu'à ce que la coupe soit brun jaunâtre ;
3° Xylol, baume de Canada.
Méthode de Wfkjert.
1° Durcir la préparation dans l'alcool absolu ;
2° Colorer dans la solution saturée de violet de gentiane dans l'eau d'aniline, 5 à L5 minutes ;
3" Laver rapidement dans le sel marin àO,G 0/0;
4" Sortir la coupe- de la solulioii salée sur une spatule ou un purle-()l)jet, et la sécher avec précaution avec le papier à filtrer ;
5" La porter sur la spatule ou sur le porte-objet dans la solution i(xloi()durée pour 1 à 2 minutes ;
G" Sécher au papier à filtrer ;
7" Décolorer dans Thuile d'aniline, jus(j[u'àce qu'elle ne prenne plus la couleur ;
8° Enlever l'huile d'aniline à l'aide du xylol ; 9^ Baume du Canada.
Cette méthode fournit de belles images. Seules les bactéries, et quelque peu la fibrine, deviennent bleu foncé. Pour mettre le tissu en évidence, on colore pendant 3 minutes dans le carmin lithiné, on sort la coupe de l'eau qui a servi à enlever l'alcool chlorhydrique, pour la passer dans le violet de gentiane à l'eau d'aniline. Il faut au préalable colorer au carmin lîthiné, la méthode de Weigert souffrant de la déshydratation dans l'alcool.
Méthode de Kuhne au ulei: de métuyle.
1° Porter la coupe de l'alcool dans une solution composée de
pendant une demi-heure à 2 heures (^2 heures pour le bacille de la lèpre): 2" Laver rapidement dans l'eau ;
3" Laver dans l'eau acétihée : 2 gouttes d'acide chlorhydrique j)()ur 100 grammes d'eau jusqu'à coloration bleu pâle :
4" Laver dans une solution de carbonate de lithine : 6 à 8 gouttes de la solution concentrée de lithine pour 10 cent, cubes d'eau :
T)" Séjour dans l'eau pure, 3 à o minutes ;
0° Passer rapidement dans l'alcool absolu ;
7" Passer dans l'huile d'aniline au bleu de méthyle (on dissout la valeur d'une pointe de couteau dans 10 grammes d'aniline; avant l'usage, ou ajoute une quantité sulïisante de cette solution à l'huile pure d'aniline, pour lui donner la nuance désirée) ;
8° Huile d'aniline pure;
0' Passer par une huile éthérée, telle que le térébène; 10^ Xylol;
11» Baume du Canada.
Cette méthode au bleu de méthyle de Kiihne, un peu compliquée, est applicable à un assez grand nombre d'espèces microbiennes: en outre, les bacilles dilïiciles à colorer ressortent mieux par son usage. Si l'on [)eut
Bleu (le méthyle
Alcool absolu
Eau cai'bolique à o U/o
1 gr. n 10 aranuiies.
obtenir, outre cette coloration des microbes, une coloration plus nette encore des noyaux, on aura soin de ne pas laver dans l'eau acidifiée, mais d'employer, à la place de celle-ci, une solution aqueuse très diluée de bleu de chlorhydrine.
Méthode d'U.nna.
Comme la déshydratation dans l'alcool décolore complètement ou partiellement les microbes, Unna recourt au procédé suivant :
La coupe est portée du liquide décolorant dans l'eau et étalée sur porteobjet. L'eau est enlevée à l'aide du papier buvard et le porte-objet chauffé au-dessus de la flamme jusqu'à dessiccation. Après refroidissement, on inclut dans le baume de Canada.
Procédé de Letulle (l .
Cette méthode, fort simple et très sûre, est surtout commode pour la recherche du bacille de Koch dans les coupes.
i" Passer la lamelle par le Ziehl à chaud (eau d'aniline bouillante dans un ^îodet, ajouter solulion de Zielil, q. s. pour une teinte foncée). Laisser baigner la lamelle 10 à 20 minutes ;
2" Passer la lamelle dans un bain de permanganate de potasse à 1 gr. oO pour 100;
> La plonger aussitôt dans un bain de solution aqueuse concentrée d'acide sulfureux, fraîchement préparée ; 4" Laver largement à l'eau ;
I)" Renouveler autant que nécessaire ces deux bains successifs de permanganate et d'acide sulfureux fraîchement préparés ; G" Bain de bleu de méthyle (solution aqueuse; ;
7'' Passer un instant dans l'alcool absolu (ou dessécher simplement à l'air);
8" Passer au xylol ;
11" Monter dans le baume au xylol.
Ce procédé offre l'avantage de colorer vivement les bacilles tuberculeux et de ne pas laisser de poussières colorées dans le champ de la préparation. Les autres microbes sont vivement teintés en bleu.
Méthode de la tjiiomne imiémquée.
Llle a donné à son auteur de bons résultats dans certains cas. La thiouiue ou violet de Lauth est une tliioindamine.
Prcparalion :
Tliionine 0 gr. 50
Alcool al).,o;ii 10 »
Faire dissoudre et ajouter peu à peu :
Acide phéniqne 1 gr.
Eau 100 .»
(I: M. Lbtl'i.i.e, Pus et suppurai Ion. l*aris, 1894.
EXAMIiN DES MICROBES
Mode (V emploi :
1" Faire séjourner les coupes dans la solution pendant une minute ; 2° Déshydrater dans l'alcool absolu. Xylol. Baume de Canada. La chromatine se dessine avec une extrême netteté; le protoplasma ne se surcolore pas. Les microbes sont colorés en violet.
C. — Préparation des coupes de cultures sur gélatine
On a, dans ces dernières années, recommandé plusieurs méthodes de préparation des coupes de cultures sur gélatine.
Pour cela, on extrait par piqûre la culture sur gélatine ou sur gélose ; on peut aussi chauffer légèrement le tube à réactif, ou bien le briser. Le bloc de gélatine ou d'agar est porté dans Talcool de 85° à 95% durci, fixé sur bouchon et coupé au microtome.
Xeisser recommande de porter les tranches pendant 1 à 8 jours, d'après leur volume, dans la solution à 1 0/0 de chromate double de potasse, et de les exposer à l'action de la lumière. On lave alors soigneusement dans l'eau, et on durcit dans l'alcool à 70°, puis à 95°.
On colore dans les solutions ordinaires d'aniline. La gélatine et l'agar [u'rdent leur coloration, aussi bien dans l'alcool que dans l'huile d'aniline. On agit de la même façon pour les cultures sur plaques que pour celles en piqûre.
Coloration de la capsule des microbes.
1! ne faut pas perdre de vue que les bactéries encapsulées perdent leur membrane lorsqit elles se multiplient en dehors de l'organisme ; ainsi, le pneumocoque de Friedlaender, le bacille te'tras'ène, celui du charbon bactéridieii, en culture, sont dans ce cas. On peut mettre la capsule en relief par un séjour prolongé de la préparation dans un bain colorant; on peut aussi décolorer eu partie les préparations sur lamelles par Tacide acétique dilué, de façon à n'atteindre que le protoplasma des microbes, en respectant leurs noyaux.
I. Méthode de Johne. — Les lamelles sont préparées avec du sang de rate (charbonneux) :
l'' Coloration dans la solution aqueuse de violet de gentiane à 2 0/0, 1/4 à 1/2 minute ;
2° Décoloration dans une solution aqueuse d'acide acétique à 1/2 ou mieux à 1 0 /O, 6 à 10 secondes ; T Lavai^e et examen dans Feau.
II. Méthode de Gratia. — Les décolorants faibles, tels que Falcool, l'eau chaude, Féosine en solution aqueuse ou alcoolique, ont fourni de bons résultais dans les préparations de bactéridie charbonneuse :
1" Coloration rapide des lamelles séchées à la fuchsine à 1 0/0 ;
Décoloration pendant quelques secondes dans Falcool de ^0." à 70°; Lavage et examen dans Feau ou la glycérine.
I^XAMEX DES MICROBES lOi
Voir plus loin la méthode de Ribhert pour la coloration de la capsule du microbe de Friedlaender. Voir aussi celle qui est relative au microbe de Fraenkel.
• I). — Coloration des spores.
Les spores constituent des granulations claires, très brillantes, soit à l'intérieur soit aux extrémités des bacilles. Elles se distinguent de ceuxci en ce qu'elles prennent les couleurs beaucoup plus difficilement et acquièrent, si l'on emploie les méthodes ordinaires de coloration, l'aspect de granulations incolores. Par contre, la couleur une fois fixée, elles la cèdent plus difficilement. C'est sur ces faits que repose la méthode de coloration des spores.
On les colore pendant un temps plus long par la chaleur, dans la fuchsine à l'eau d'aniline ou la fuchsine pliéniquée, puis on les traite rapidement par un acide minéral qui décolore le corps du bâtonnet, mais fient la spore colorée. En lavant ensuite dans l'eau et en employant une coloration de contraste pour les microbes déjà décolorés, de préférence le Ijleu de méthyle, les spores qui, comme les bactéries, n'ont pas pris la coloration bleue, restent rouges. Mais, actuellement, cette méthode ne réussit bien que pour les préparations sur couvre-objet.
Résumé des manijJidafions.
1" Frotter le liquide à examiner sur un couvre-objet. Sécher à l'air et I)asser trois fois à la flamme ;
2° Colorer pendant 20 à 40 minutes dans la solution de fuchsine à l'eau d'aniline chaufl'ée ou dans le carbol-fuchsine ;
3'' Décolorer dans l'acide nitrique à 5 0/0, 1 minute ;
4^ Laver dans l'eau ;
Colorer dans le bleu de méthyle de Loefïler, 2 minutes ;
6° Laver à l'eau ;
7° Sécher sur papier à filtrer ;
H" Baume de Canada.
On peut aussi obtenir une coloration isolée des microbes en passant la préparation sur couvre-objet un grand nombre de fois à travers la flamme (10 à 30 fois), ou en la portant à l'étuve à 200", puis en la colorantdans une solution aqueuse de bleu de méthyle de préférence. Les noyaux et les microbes perdent par le chaufî'age leur propriété de coloration, tandis que les spores se colorent plus facilement.
MÉTUODE de Moeller. — Elle est basée sur ce fait que la capsule se laisse imprégner plus facilement par la macération.
1° Passage de la lamelle séchée 3 fois dans la flamme ou fixation dans l'alcool absolu ;
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2° Bain de chloroforme, 2 minutes ; 3° Lavage à l'eau;
4° Bain d'acide chromique à 5 0/0, 1/2 minute à 1 minute ; 5° Lavage à l'eau ;
6"" Coloration dans le carbol-fuchsine, chauffage au-dessus de la flamme et ébullition pendant 1 minute ;
T*' Décoloration dans l'acide sulfurique à 50/0, et lavage soigné à l'eau ;
8° Coloration, pendant 30 secondes, dans la solution aqueuse de bleu de méthyle ou dans le vert de malacliite et lavage à l'eau. Baume.
La méthode de Loeffler pour la coloration des cils est aussi applicable dans l'espèce.
Czapleîcsici se sert de cultures un peu âgées, colore pendant plusieurs heures dans le Ziehl chaufïc, décolore dans le bisulfite de soude, et colore à nouveau dans le bleu de méthylène phéniqué. Les spores sont rouges.
E. — Coloration des différentes espèces de microbes pathogènes. Microcoques de la suppuration.
Les difîérentes variétés de cocci qui se rencontrent dans le pus sont les staphylocoques 2^1/ofjenes doré ^ritrin, jaune et Nanc, et le streptocoque ^njogène^ qui se colorent fort bien par les solutions aciueuses d'aniline, surtout avec le violet de gentiane et le bleu de méthyle de Loeffler.
Ils prennent également le Gram, ce qu'il est important de rechercher pour les distinguer des nombreux corpuscules du pus qui afiectent la forme de ces cocci, mais sont décolorés. Cette méthode de difTérenciation est aussi applicable à d'autres cocci qui ont le même aspect.
On traitera aussi les coupes par le Gram suivi de l'application du brun de Bisiuarck ou de la solution de Weigert, avec coloration préalable au carmin lithiné.
Il faut remarquer que les cocci existent non seulement dans les abcès et les phlegmons, mais aussi dans les foyers d'ostéomyélite, de pyémie. d'endocardite aiguë, de périmétrite, de méningite suppurée, etc.
Streptocoque de l'érysipèle.
Morphologiquement, il est analogue au streptocoque pyogène et se comporte d'une façon identique vis-à-vis des colorants. Il prend également le Gram.
Bacille pyocyanique.
C'est uu bâtonnet ^'rèle, qui se caractérise surtout par ses re'actions colorantes dans les milieux de culture.
Mirroroquc tétragùne.
On le rencontre dans les- cavernes tuberculeuses, les abcès, etc. Il prend le lira ni.
Gonocoques.
Les gonocoques se rencontrent surtout à l'intérieur des globules dsi pus ; cette localisation caractéristique simplifie le diagnostic. L'examen se fait sur un couvre-oi)jet sur lequel on a étendu le pus de la muqueuse urétbrale, cervicale de l'utérus, tubaire ou conjonctive.
On colore avec les solutions aqueuses. Les gonocoques ne prennent pas le Gram, ce qui est important pour le diagnostic difTérentiel (1).
On obtient une doudie coloration par la méthode suivante :
1° Colorer pendant "2 à 3 minutes dans la solution alcoolique d'éosino, et même à chaud ;
"l" Absorber l'excès d'éosine avec du papier à filtrer ;
3° Colorer dans la solution alcooli(pie de bien de méthyle, 1/2 minute ;
i° Lavera l'eau ;
5'' Sécher sur papier à filtrer. Baume de Canada; Les cocci sont bleus, les cellules rouges. J. Schiictz recommande la méthode suivante .
I" Cob^rer la préparation sur couvre-objet dans une solution saturée de bbui (k^ méthyle additionnée d'acide carbolir[ue à 5 0/0, o à 10 minutes;
2" Passer pendant 3 secondes par l'eau acéti(£ue ; acide acétiqu(i dilué 5 gouttes, eau 20;
3° Laver complètement à l'eau ;
1° Colorer consécutivement dans la solution très diluée de safranine.
Méthode de Legrain. — On colore avec la solution d'Ehrlich, puis on passe par le l^ugol, et par l'alcool. Ce dernier de'colore d'abord les cellules e'pithéliales, puis les noyaux des cellules du pus, ceux des cellules épithéliales, les gonocoques, et finalement les saprophytes de l'urèthre. Si on dépose une seule goutte d'alcool sur la lamelle, seules les bactéries restent colorées. On examine alors un point de la préparation et l'on fait passer un peu d'alcool entre la lame et la lamelle; on voit que les gonocoques, dans le cas où ils existent, se décolorent et disparaissent.
Tonton recommande de colorer les coupes par la fuchsine carbolique et de laver ensuite à l'alcool.
i l) On trouvera dans V Allas d'Eisenberg les procédés qui permettent de diagnostiquer les espèces autres que le gonocoque, et que Ton rencontre le plus souvent dans le pus des blennorrhagiques.
Pneumocoque de Fraenkel-Weichselbaum.
J.c (liplocofjue lancéolô do Fraonkol-Woichsell)aiim se inoiilrc le plus souvent clans la pneumonie ; il est entouré d'une capsule ([ui ne se colore pas par les méthodes ordinaires. Mais il n'existe pas seulement dans le poumon atteint de pneumonie croupale, mais souvent aussi dans les végétations de l'endocardite récente et dans le pus de la méningite cérébrospinale. Il se colore avec les solutions aqueuses ordinaires. La fuchsine carbolique (fuchsine 1, acide carbolique à 5 0/0 100) réussit aussi fort bien. Un séjour prolongé de plusieurs heures dans la solution colore les cocci en rouge vif et donne à la capsule une légère teinte rougeàtre.
Le pneumocoque de Fraenkel-Weichsell)aum prend aussi le Gram, ce qui le distingue de celui de Friedlaender.
Le procédé le plus simple et le plus efficace pour co/orer la capsule est le suivant : « On laisse le liquide de métal 2 minutes en contact avec la lamelle enduite de crachats pneumoniques. On lave à l'eau et on décolore rapidement, en plongeant à plusieurs reprises la lamelle dans l'eau acidulée par l'acide acétique (i goutte d'acide pour un verre de montre plein d'oau).
11 se colore très bien avec les solutions aqueuses, mais ia capsule reste incolore. Il ne prend pas le Gram.
Pour colorer la capsule dans ces coupes, on procède comme suit : 1° Colorer pendant 24 heures à chaud dans le mélange de :
2° Laver dans l'acide acétique à I 0/0 ; 3** Alcool ;
4^ Baume de Canada.
La capsule se colore ainsi en bleu pâle, la partie centrale en bleu foncé. Lorsque le degré de décoloration n'est pas suffisant, la capsule est également bleu foncé.
Friedlaender a imaginé la méthode suivante pour les préparations sur lamelles :
1° Passer la préparation trois fois à la flamme, et la placer pendant quelques minutes dans l'acide acétique ;
2° Enlever l'acide par l'insufTlation avec un tube en verre, et sécher rapidement à l'air ;
Bacille encapsulé de Friedlaender.
Solution alcool, concentrée de violet de genliane
Eau distillée
Acide acétique
50 grammes
3° Colorer pendant quelques secondes dans la solution saturée de .gentiane anilinée ;
4° Laver dans l'eau; sécher sur papier à filtrer; l)aume de Canada. MÉTHODE de; Ribbert (pour la coloration de la capsule). 1° Colorer pendant quelques minutes dans la solution saturée à chaud de :
Dahlia.
Eau 100 grammes.
Alcool oO »
Acide acétique 12 gr. o.
Laver dans l'eau, sécher. Baume de Canada. Les bacilles deviennent bleu foncé, la capsule bleu clair. Si la solution colorante agit trop longtemps, la capsule devient également bleu foncé, et la distinction d'avec les cocci n'est plus possible.
Sarcina ventriculi.
On colore avec les solutions aqueuses d'aniline. La surcoloration se l)roduisant facilement, on recourra au brun de Bismarck en solution diluée.
Il existe plusieurs variétés : jaune, blanche et rouge. Par la solution di' chlorure de zinc iodée, les capsules deviennent violet rouge ^Friedlaender-Eberth).
Bacille du charbon.
Ce ])acille se colore fort bien dans les solutions aqueuses ordinaires. Il [U'cnd également bien le Gram.
C'est par cette dernière méthode ([u'on colorera les C()up(*s. ([ui seront ensuite traitées parle brun de Bismarck, ou la solution de Weigei-t, avec application préalable du carmin lithiné. Mais c'est surtout dans les préparations en coupes de ce microbe (jue la solution acjueuse concentrée de violet de gentiane, avec lavage consécutif dans l'alcool absolu, donne de très bonnes images. Les noyaux sont bleu clair, et le bacille bleu foncé.
La coloration des spores se fait de la manière indiquée plus haut. ^Nous avons exposé les méthodes de coloration de la capsule de la bactéridie charbonneuse].
Bacille de l'œdème malin.
11 est plus grêle que celui du charbon, auquel il ressemble beaucou[). Il se colore dans les solutions aqueuses de violet de gentiane, mais ne prend pas le Gram.
FAAMEN DES MICROBES
Bacille de la diphtérie.
Dajis les membranes diphtériques on trouve de no'mbreuses espèces (le cocci ('( de bâtonnets, qui prennent fort bien les couleurs ordinaires. I. (je nier a (h'crit un bacille, court et légèrement recourbé, qui se colore (rès facilement par le bleu de méthyle de Loeffler, et qui a une grande importance étiologique. Il se décolore plus ou moins par le Gram (1).
Roii.v et Ycrsin ont imaginé une méthode qui donne les meilleurs résultats; ils conseillent le bleu composé de violet dalhia et de vert de me'Lhyle. On mélange 1 partie d'une solution aqueuse à 1 0/0 de violet h. 3 parties d'une solution aqueuse de vert à i 0/0, et on ajoute assez d"eau pour avoir une belle teinte bleue, pas trop foncée. Cette liqueur se conserve limpide pendant très longtemps; elle ne donne pas de précipité. — Cependant, tous les colorants dilués donnent de bons résultats. Il suffit de frotter le tampon chargé de débris sur une lamelle ou un fragment de fausse membrane, de sécher, de passer à la llamme, puis dans un réactif dilué, et de laver à l'eau.
Bacille du rhinosclérome.
Le bacille qu'on a trouvé dans le rhinosclérome possède une capsule semblable à celle du microbe de Friediaender, d(mt il se distingue en ce qu'il prend le Gram.
Méthodes de Wolkowitscii.
A. Coloration des coupes.
Bain de 2i à 48 heures dans le violet de gentiane à l'eau d'aniline;
2" Lavage à l'eau ;
3'^ Solution iodo-iodurée, 1 à 4 minutes; A" Alcool absolu ;
5" Essence de girofle, qui dissout assez bien la matière colorante.
Au lieu de la solution iodo-iodurée, on peut aussi employer la solution aqueuse alcoolique d'acide picrique; on n'y fait séjourner les coupes que (quelques secondes, parce qu'elles se décolorent plus rapidement.
Mais les capsules ne se colorent bien que dans les préparations durcies à l'alcool.
D'après Wolkowitsch, les masses hyalines du rhinosclérome se colorent
(() Le diagnostic se pratique au moyen de plaques de Pétri contenant soit de Tagar gl}'- C(^riné, soit de l'agar ordinaire. L'examen de la plaque se fait dans le microscope et peut ctre pratiqué déjà dix heures après l'ensemencement. En ce qui concerne l'ensemencement, on se sert, pour la pratique ordinaire, de flacons de sérum et de petits tampons stérilisés contenus dans des enveloppes de papier fort. Comme tampon, on emploie « des parcelles d 'éponge fine, de la grandeur d'un pois. On saisit le tampon entre les mors d'une pince, rapidement stérilisée, on promène doucement à la surface des parties malades, qu'on évite de faire saigner par une application trop brusque. Le tout est remis sous enveloppe et envoyé aussitôt au laboratoire, où l'examen est pratiqué au moyen de plaques d'agar. « (Funck.)
d'une manière intense avec le J)leii de méthyle et la fuchsine, fai])lenieii( avec lasafranine, très bien avec l'éosine, mais sont insensi})les à riiématoxyline. Par contre, la double coloration à l'hématoxylinc et à Téosine donne de très bons résultats.
B. Coloration des préparations de culti res.
1° Sécher, etc;
2° Acide acétique à 1 0/0, quelques secondes; S*^ Sécher ;
-4" Solution forte de violet de gentiane à l'eau d'aniline, 1 minute; 5" Laver à l'eau ;
6" Quel([ues secondes dans la solution d'éosine à 1 ou i 0/0 ; 7" Bain d'alcool à GO"; 8° Eau ;
9° Sécher. Baume de Canada.
Méthode de Stepanow pour les coi i'es.
P Colorer pendant J i à 1 heure dans le violet de gentiane phéniqu('>, ou pendant 24 à 36 heures dans le bleu de méthyle de Lœfïler ;
2° Décolorer très rapidement dans l'alcool acétique à 1/4 ou J /5 0/0, ou simplement dans l'alcool.
Bacille de la morve.
Les préparations de frottis sur couvrcî-objet se colorent, mais d'une façon peu intense, dans les solutions aqueuses simples d'aniline. Les solutions alcalines valent mieux ; de même la sokition de violet de gentiane à l'eau d'aniline, à laquelle on ajoute son volume de la solution de potasse à 1 p. 10 000. Le mélange doit toujours être préparé « extempoi anément ». Avant de laver, on peut passer rapidement par une solution faible d'acide acétique (1 0/0), additionnée d'un peu de tropéoline, ce qui décolore complètement le protoplasma cellulaire, en partie au moins les noyaux, et fait ressortir d'autant mieux les microbes. Ce bacille ne prend pas le Gram.
MÉTHODE Ï)E LOEEiaER.
1'' Colorer pendant 5 minutes dans la solution alcaline de bleu de méthyle ou dans la solution de violet de gentiane anilinée et additionnée dépotasse;
2^ 1 seconde dans l'acide acétique coloré en jaune clair par la tropéoline ;
3° Laver rapidement dans l'eau distillée ; 4" Alcool, huile, baume de Canada.
Les coupes sont colorées de la même manière ; mais, pour la décolora-
lion partielle, on les porte pendant 5 secondes, non pas dans la (ropéoline acétique, mais dans cette solution :
Eau distillée 10 grammes.
Acide sulfureux con(;entri' 2 gouttes.
Acide oxalique à 5 0/0 1 goutte.
Il est aussi très utile de placer, avant coloration, les coupes, pendant quelques minutes, dans la solution de potasse à 1 p. 10 000.
Mais cette méthode ne donne pas une coloration tout à fait isolée du bacille de la morve.
KuiiNE recommande celle du bleu de méthyle. On peut la combiner avec une double coloration en ajoutant un peu de safranine à l'huile de téré- J)enthine employée comme éclaircissant.
MÉTHODE DE ScilUTZ POUR LES COUPES :
I" Colorer pendant 24 heures dans :
Solution alcoolique conc. do bleu de méthyle.. ) .• . -, Lessive de potasse \ ^^'^''^
2" Laver dans l'eau acidifiée ; 3^ 5 minutes dans l'alcool à 50° ; A° 5 minutes dans l'alcool absolu; 5° Huile de cèdre. Baume de Canada.
Mais toutes ces méthodes ont l'inconvénient de colorer simultanément les tissus avec excès ou de décolorer les microbes d'une manière trop intense. Le procédé suivant remédie à ces désavantages.
MÉTHODE DE NONIEWICZ :
1° Colorer pendant 2 à 5 minutes dans le bleu de méthyle de Loefiler : 2" Laver dans l'eau distillée ;
3° Décolorer pendant 1 à 5 secondes, selon l'épaisseur de la coupe, dans une solution de :
Acide acétique à 1 0/0 75 parties
Solution aqueuse de tropéoluie à 1/2 0/U 25 »
4" Laver dans l'eau distillée;
5" Étaler sur porte-objet, déshydrater la coupe d'abord avec du papier à filtrer, puis à l'air ou au-dessus de la flamme d'une lampe à alcool:
6" Eclaircir par le xylol, versé goutte à goutte; l'essence de girofle et les huiles d'origan et d'aniline sont contre-indiquées ;
7° Baume de Canada.
Les bacilles de la morve prennent une teinte bleu sombre ou noir, et les tissus deviennent bleuâtres.
La méthode de Nikiforoff pour la coloration du spirille de la fièvre récurrente convient aux coupes de la morve.
Bacille du tétanos.
Il se colore bien par les di{férenLes couleurs d'aniline, et par la mé- 11 10 de de Gram.
Bacille du charbon symptomatlque.
Il se colore également bien par les couleurs d'aniline; il ne ])rend pas le Grani.
Bacille de la septicémie des souris. — Bacille du rouget du porc.
Ces deux microbes présentent des caractères presque identiques au point de vue de la morphologie et de leurs réactions vis-à-vis des colorants. Ils se colorent facilement dans les solutions aqueuses et prennent le Gram.
Bacille de l'influenza. B. de PfeifTer.
C/csL un petit bâtonnet, ressemblant à un diplocoque, trouve' dans les expectorations bronchiales, dans les sécre'tions des muqueuses nasale et pliaryii;L,'ée des malades atteints d'iniluenza. Il ne prend pas le Gram et la plupart des cololants a^'issent diliicilement.
Coloration, i" Colorer pendant quelques heures à 37", ou toute une nuit à la température ordinaire, les préparations de sang sur lamelles enlerni<''csdans un récipient, par la solution de Chenzinsky :
Solulion a.f|ueuse concentrée ^\^^ bleu de méthyle iO grammes.
Solution IVaiclie deosine ii 12 (>/() dans l'ali ool ù "ÎOo. 20 » l-'au distillée iO »
2" Laver à l'eau ;
.'i" Sécher. Baume.
Aulri; liquide de coloration :
lo Solution au 2 millième de sublimé 10 cent, cubes.
Solution alcaline au 10"^ de violet île luélliyleou de luclisine. 1 cent. cube.
2" Laver à l'eau ; 3° Sécher. Baume,
Bacille de la rougeole.
11 a été trouvé dans le sang et dans le nuicus du nez et de la conjonctive, ('/est un bacille ayant parlois la grandeur d*uu microcoque, et parfois celle d'un jj:lobule rou;;e ; plusieurs points restent souvent incolores.il prend le (iram. Pour le colorer, on plonge la lamelle pendant deux ou trois secondes dans le mélange de :
Solution aqueuse concentrée de bleu de méthyle. Solution d'éosnie à 1/4 0/0 dans l'alcool à lO»
80 grammes.
KXAMEN DES MICROBES
Beaucoup d'auteurs contestent la spe'cificité des microbes de la rougeole et les rattachent à des infections secondaires ou accidentelles.
Microbes de la coqueluche. — On trouve un grand nombre de microbes dans les crachats des coquelucheux, mais leur importance étiologique n'est pas prouvée.
Bacille de l'ozène.
Pour Loewenberg, on retrouve constamment dans le mucus nasal des ozéneux un cocco-baoille (nous avons eu l'occasion de faire des réserves à cet égard) ressemblant à un pneumobacille de Friedlaender. Si l'on colore à la fuchsine une couche mince de sang des animaux morts à la suite de l'injection, les capsules restent généralement blanches, tandis que la solution de Ribbert les teint presque toujours admirablement. Tls ne se colorent pas par le (iram.
Bacille typhique.
Un le renr.ontre chez les typhiques dans la muqueuse intestinale, dans l'appareil folliculaire, dans les glandes mésentériques, dans la rate, dans le foie, dans les déjections, etc. Il ne prend pas le Gram.
Les préparations sèches sur couvre-objet se colorent facilement dans les solutions aqueuses ordinaires, surtout dans la fuchsine. On lave à l'eau, et non à l'alcool. Dans les coupes, le bacille typhique se distingue d'une série de bacilles de la putréfaction, avec lesquels il présente une U'ès grande ressemblance morphologique, mais il ne se colore pas d'une façon aussi intense qu'eux. Les meilleurs colorants des coupes sont le bleu de méthyle de Loeffler et la fuchsine carbolique. Il faut laisser les coupes pendant 21 heures dans le bain colorant et laver simplenienl à l'eau, l'alcool décolorant facilement. Ou bien il faut laver pendant plusieurs heures, dans l'eau faiblement acétique, 1 0/0 ; le bacille est coloré en rouge foncé sur fond rose; souvent il existe au centre un espace ovoVde ou rond, non coloré, contrastant avec les extrémités teintées : foi-me de navette.
On prend parfois, dans les coupes de tissus, des masses bacillaires de la putré faction pour des colonies de bacilles typhiques. Mais il suffit de soumettre les coupes au procédé de Gram qui décolore ceux-ci et colore ceux de la pulre'faction Les cils sont très nombreux ; les méthodes de coloration ont été exposées plus haut.
Colibacille.
il ressemble au bacille d'Eberth morphologiquement et comme lui ne prend pas le Gram, mais il ne porte que quelques cils. On le colorera donc par l'aniline en solution hydro-alcoolique ; il prend bien le bleu de Ivuehne et le rouge de Ziehl-Kuehne.
Bacille de la syphilis.
I. LuTSGARTEiX a précoiiisé la méthode suivante, pour colorer le soidisant bacille de la syphilis [dont la spécificité n'est j)as admise j :
1" Colorer pendant 24 heures à la température ordinaire, puis pendant :2 heures à l'étuve à 40", dans le violet de gentiane à Teau d'aniline ;
±" Laver dans l'alcool absolu, 2 à 3 minutes ; Décolorer dans :
a) une solution aqueuse à 1/2 0/0 de permanganate dépotasse. 10 secondes, puis dans :
h) une solution a([ueuse d'acide pur, quelques secondes; 4° Laver à l'eau ;
5" Alcool, essence de girolle, baume de Canada au xylol.
En général, la coupe n'est pas complètement décolorée après avoir été passée à l'eau; la décoloration doit alors être répétée plusieurs l'ois.
On peut employer une coloration complémentaire à la salranine.
IL MÉTHODE DE GiACOMi. — 1° Colorcr pendant plusieurs nn'nutes à (•haud dans la fuchsine à l'eau d'aniline;
2" Laver dans la solution aqueuse très diluée de perchlorure de ter ((juelques gouttes de la solution de fer dans un récipient rempli d'eau) :
3** Décolorer dans la solution de chlorure de fer concentrée ;
4** Laver dans l'alcool absolu.
Doutrelepont colore pendant i8 heures dans la solution aqueuse de violet de méthyle et décolore delà même manière que Giacomi.
Le bacille de LustgarLen ayant les mêmes réactions que celui de Kocli, Levv y les colore simplement par la même méthode (liquide de Ziehl et acide sulfurique).
Les bacilles qu'on rencontre dans le sinegma preputii se colorent aussi [)ar la méthode de Lustgarten.
D'après Lewy, le bacille du smcgm<i preputii se distingue par plusieurs caractères de celui de la syphilis, et surtout par ce fait qu'il est réfractaire à la me'thode de Doutrelepont. Les bacilles du smegma décrits par Alvarey et Tavel sont décolore's en moins de deux minutes par l'acide acétique glacial, tandis que le bacille de la tuberculose re'siste plus longtemps à son action.
Bacille du chancre mou.
[Ce bacille, découvert par Ducrez (de Naples), se présente en chaînettes composées d'éléments gros et courts, et plus souvent en amas. La
iiH'diodo la plus pratique a été recommandée par Nicolle (Wurtz).
a) Examen dti j)us. — Ou racle légèrement la surface de l'ulcération, en (■'[(Midaut, sans l'écraser, le pus entre deux lamelles. On sèche et on fixe dans le li({uide de Meyer :
Siililinu' 7 irrammes.
t:au .lisiiUre 100 " »
Acide acétique cristallisaljle 1 gramme.
On colore avec le violet de gejitiane pendant 1 /3 ou 1/2 minute. On lave et on examine à l'eau.
Les noyaux et les globules blancs sont c(jlorés en violet, les hématies non teintées, les cocci et les bactéries de la peau fortement violets, et les bacilles de Ducrez (extra et intraleucocytaires).
h\ Col oral ion <lu l>nnlle dans les coiqies. — Immédiatement après l'excision, la j)ièce est laissée pendant 24 heures dans la solution suivante :
Siihlinié 3 gr. 5
l-:a.i (lislillée 100 »
Acide aeéliiiue (-ristallisable 1 gramme.
On lave pendant 24 heures à l'eau courante. On déshydrate la pièce, coupée en morceauxde peu d'épaisseur, dans l'acétone, pendant 48 heures, en renouvelant 3 ou 4 fois le liquide. Séjour des pièces dans le xylol 24 heures, puis 48 heures à 55° dans un mélange à parties égales de xylol et de paratïine, 24 heures dans la paraffine. Les coupes, étant collées, sont laissées 2 à 3 minutes dans la solution de :
lîleu <le toliiiiliiie 50 centigrammes.
Alcool ahsoln 10 grammes.
Faire diss!)udr(^ et ajouter peu à peu :
l'^aii 100 grammes.
Acide i)iiéni(|!ie 1 gramme.
Traiter ensuite les coupes, pendant quelques secondes, par une solution de tannin (jui rend la matière colorante insoluble) :
Taniiin à rélluM- 1 gramme.
l'ail distillée 10 grammes.
Xylol, l)aum(\j
Bacille de la tuberculose.
La méllnxh; de coloration des bacilles de la tuberculose repose sur un principe atudogue à celui que nous avons indiqué pour les spores. Lors- (ju'ils ont été colorés, les bacilles conservent leur coloration, même quand on les traite par les solutions concentrées d'acides minéraux, alors que toutes les autres parties de la préparation, avec les microbes qu'elle ren-
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ferme, se décolorent. Si Von emploie ensuite une seconde couleur d'aniline en solution aqueuse simple, d'un ton différent, les noyaux et les autres microbes prennent cette dernière teinte, tandis que ceux de la tuberculose conservent la première.
La solution dont Koch faisait usage était composée d'une lessive de potasse. Actuellement, on se sert surtout des solutions où entre l'huile d'aniline ou l'acide phénique. On emploie la fuchsine à l'eau d'aniline ou la fuchsine phéniquée avec application consécutive de bleu de méthyle, ou bien du violet de gentiane dans l'eau d'aniline, ou bien encore le violet de gentiane à l'eau phéniquée, avec coloration consécutive au brun de Bismarck.
Ehrlich à émis l'hypothèse que les bacilles de la tuberculose ont une capsule qui se laisse pénétrer par les solutions alcalines et non par les acides. Si cette hypothèse n'est pas tout à fait exacte, elle rend cependant bien compte de ce fait que ce bacille, après avoir été coloré par les solutions alcalines, devient résistant à l'action des acides.
Il y a quelque temps, on a simplifié la coloration du bacille en mélangeant l'acide minéral à la solution de bleu de méthyle, et en obtenant dans une seule manipulation la décoloration et la coloration de contraste (B. Fraenkel, Gabbet).
On a aussi constaté ([ue, même à froid, la fuchsine carbolique colore très rapidement et d'une façon suffisante le bacille de Koch.
Les mêmes méthodes s'appli([ucnt aux préparations sur lamelles et aux coupes, avec cette différence que ces dernières doivent séjournerdans le bain colorant pendant :ii heures ou au moins être soum ises à la tempéra ture de l'étuve.
En ce qui concerne l'examen des crachats, on prélève avec une pince les parties grumeleuses qu'on étend ensuite en couches très minces sur un couvre-objet; le porte-objet chargé peut être recouvert d'un second (jui sert à étendre la masse en les frottant l'un contre l'autre ; on sèche à l'air, on passe trois fois à la lamelle pour la fixer et la préparer en coagulant l'albumine, le côté de la lamelle non enduit étant tourné du côté de la tlamme, et on colore d'après l'une des méthodes que nous allons exposer.
Pourcueillir des parcelles de crachats de consistance solide nageant dans un liquide clair, il faut parfois les fixer avec une pince. On peut aussi enfoncer l'aiguille de platine chauffe'e dans cette partie solide qui est bridée au centre, mais adhère au fil et entraîne avec elle les parties voisines non brûlées.
On accélère la dessiccation à basse température en insufflant de l'air sur la lamelle à l'aide d'une poire en caoutchouc.
Pour trouver les bacilles éparpillés dans les crachats ou dans les autres
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milieux liquides, on recommande les méthodes de sédimentation. Elles ne sont indi([uées que si l'examen direct et réi)élé des crachats est resté négatif.
ï. MÉ rnODE DE SÉDIMENTATION DE BlEDEIiT.
On mélange dans un récipient 15 ccm. de crachats à deux cuillerées à soupe d'eau et, suivant leur consistance, à (juati'e ou huit gouttes ou plus de lessive de soude; on chauffe en agitant et on ajoute quatre à six cuillerées à café, jusqu'à formation d'une masse liquide. On laisse reposer pendant deux jours dans un verre conique, on décante et on examine le sédiment. Comme celui-ci a perdu de la viscosité des crachats, on fera bien de prélever des traces de ces crachats pour coller la masse à la lamelle. 11 est très avantageux de substituer au procédé du repos celui de l'appareil centrifuge après l'ébuUition.
II. MÉTQODE DE SÉDIMENTATION DE StROSCIIEN
On mélange 5 à 10 ccm. de crachats, selon la consistance, à un ou trois volumes d'une solution de borax et d'acide borique dans l'eau, dans la proportion de un à trois, puis on agite très énergiquement pendant une minute. Au bout de 24 à 18 heures, la sédimentation est terminée, on examine le dépôt après avoir décanté
III. Méthode d'Ilkewitscii
Il mélange à 1/2 cent, cube de crachats 20 cent, cubes d'eau distillée et 8 à 10 gouttes d'une solution de potasse au 30*^. On remue, en chauflant jusqu'à formation de vapeurs. Quand la solution est homogène, on ajoute un peu de caséine et 1 à 2 gouttes de potasse, on continue à agiter et à chauffer jusqu'à ce que le luélange ait la coloration et la consistance du lait. On décante dans un verre à expérience, et on ajoute quelques gouttes d'acide acétique jusqu'au commencement de la coagulation. On centrifuge pendant o à 10 miuutes, et Ton colore par la méthode de Ziehl (v, Wuriz).
S'il s'agit de rechercher la présence des bacilles dans les tissus pour établir simplement le diagnostic sans égard pour leur localisation, on en fait des préparations par frottis sur couvre-objet, ce qui est beaucoup plus rapide et plus simple que le procédé des coupes.
Méthodes de coloration actuellement en usage.
I. Méthode d'Ehrlich
Elle peut être accélérée par la chaleur.
1° Colorer pendant 3 à 5 minutes dans la solution de fuchsine à l'eau d'aniline (ou dans le violet de gentiane à l'eau d'aniline).
-1" Décolorer dans l'acide nitrique à 20 0/0, 1/2 à 1 minute. :i° Laver dans l'alcool à 70°, jusqu'à ce qu'il ne prenne plus de couleur. A" Colorer par contraste au bleu de méthyle (ou au brun de Bismarck ), l 1|2 à 2 minutes.
5° Laver à l'eau.
(]" Sécher sur papier à filtrer.
7° Baume de Canada.
Remarque : la coloration des coupes demande plus de temps: on les passe de l'eau dans Talcool, puis dans le xylol et le baume de Canada.
n. MÉTHODE DE ZiEIIL-XeELSEN.
l" Colorer i)endant 3 à 5 minutes dans une solution chaude de :
Fuchsine \ ranime.
Al(;ool 10 l; ranimes.
Acide y)hénique concenUv 5 »
Eau distillée 100 »
2" Décolorer dans l'acide sulfurique à 5 0/0 ou Tacitle nili i(]ue à ITi ()/(). 3" Laver dans l'alcool à 70°.
\" Colorer en contraste dans la solution aqueuse de bleu de mcMlivIe, 1 /2 à 2 minutes, 5" Laver dans l'eau.
0" Sécher sur papier à filtrer.
1" Baume de Canada.
Voici la méthode la plus expédilive et la plus commode (\N urLz). 1:11e est busée aussi sur l'emploi de la solution de Ziehl :
Fuchsine ou rubine l gramme.
Phénol 5 i^raninio.
Alcool à 90° 10 ' »
Eau !)a »
Cette solution se prépare de la i'aron suivante : ou place l'alcool, le phénol et la fuchsine dans une éprouvette graduée de 100 cent, cubes et ou ayilo jusqu'à dissolution avec une baguette de verre. On ajoute ensuite Feaii. On attend jusqu'au lendemain et on filtre la solution avant de s'en servir, be liquide doit être d'un rouge très foncé; dans un tube à essai ordinaire, il ue doit pas laisser passer la lumière; s'il est transparent, c'est que la fuchsine était de mauvaise qualité.
1° La préparation séchée est placée dans une capsule dans laquelle on a versé quelques centimètres cubes de la solution de Ziehl, la partie enduite reposant sur la surface du liquide, et l'on chauffe jusqu'à ce qu'il se produise un commencement d'ébullition, 2 ou 3 fois; les bacilles sont dès lors colorés.
2» On lave la lamelle à l'eau pour enlever l'excès de matière colorante.
3° On la met dans Facide sulfurique dilué (acide 1, eau 3) pour quelques minutes.
4" On la lave à l'eau.
La lamelle est incolore ou d'une teinte lilas. Si, après cette immersion dans
l'eau, la lamelle redevient trop rose, on l'immer^^e de nouveau dans Tacide. Quand elle est décolorée, on la place sur une lame de verre bien nettoyée eu interposant entre elles une goutte d'eau.
On peut aussi colorer à froid les crachats en les laissant vingt minutes — ou de préférence 2i heures — en contact avec la matière colorante. Les autres manipulations sont identiques. On pourrait aussi décolorer dans le chlorhydrate d'aniline à 2 0/0 pendant 1 à 5 secondes. La décoloration terminée, il est, en général, plus commode de ne pas faire de double colorition quand on ne sait pas s'il existe ou non des bacilles dans les crachats, car, lorsque le fond est incolore, on les découvre plus facilement. Une fois qu'on sait qu'il existe des bacilles, on peut procéder à la double coloration. Ce n'est pas indispensable : avec un peu d'habitude, on décolore de telle façon que le fond de la pre'paration reste d'un rose très clair; on se rend ainsi compte de tous les élément.s contenus dans la lamelle. Pour efl'ectuer la double coloration, on place alors la lamelle décolorée et lavée dans la solution aqueuse saturée de bleu de métliyle, pendant 2 à 3 minutes. On lave à l'eau. Les bacilles apparaissent en rouge sur fond bleu. L'examen est effectué à l'aide d'un objectif à immersion homogène et du condensateur d'Abbe, en faisant usage du miroir plan.
Métuode de Gabbeï
1° Colorer pendant 2 minutes, sans chauffer, dans :
Fuchsuie 1 ,i,*i'amme.
Alcool 10 Liramnies.
Eau phénitjuée à o U/0 100 »
2'' Laver à l'eau.
3° Colorer et décolorer, en contraste, pendant 1 minute, dans :
Bleu de métlivle 2 grammes.
Acide suUarique à 25 0/0 100 »
-4° Laver à l'eau.
o'^ Sécher. Baume de Canada. Pour les coupes : alcool, xylol, baume de Canada.
La méthode de Gabbet est recommandable pour la pratique; elle est très simple parce qu'elle supprime le chaufï'age et qu'elle réunit dans une seule manipulation la décoloration etla coloration de contraste. En outre, les deux solutions sont très faciles à préparer.
Pour les coupes dans lesquelles on veut rechercher des bacilles de Koch très rares, on s'adresse aux méthodes CiEltrlicli^ et de Neelsen ^*.{m permettent de prolonger à volonté la coloration et de modifier d'une façon correspondante la décoloration.
IV. MÉTHODE de CzAPLEWSKI
Klle est basée sur ce fait que les acides minéraux forts décolorent un certain nombre de bacilles de la tuberculose, qui échappent ainsi aux recherches. C'est pourquoi on recourt à la Iluorescéine,
Voici le procédé :
P Colorer à chaud dans la fuchsine phéniquée.
2° Laisser égouUer l'excès du colorant et baigner dans le mélange de solution alcoolique concentrée de tluorescéine jaune et de bleu de méthyle en excès.
Y plonger la lamelle G à 18 fois, en égouttant chaque fois lentement la préparation.
3° Baigner dans la solution alcoolique concentrée de bleu de méthyle.
4° Laver rapidement à l'eau. Sécher. Baume de Canada.
Mais, si les coupes ne renferment que de rares bacilles, on aura recours aux méthodes d'Ehrlich et de Neelsen, qui permettent de prolonger ;i volonté le bain colorant et d'en modifier l'action.
Bacille de la lèpre.
Il ressemble beaucoup au bacille de la tuberculose et se colore par les mêmes méthodes que lui, mais s'en différencie en ce qu'il prend la couleur plus rapidement, et la perd aussi plus vite, parfois en quelques luuires. La méthode de Gabbet fournit aussi, avec les coupes, des préparations stables. Ce bacille se colore par le Gram. Ce qui le distingue du B. de Kocli, c'est qu'il prend rapidement le Gram et qu'il ne se colore pas dans les solutions hydro-alcooliques des couleurs d'aniline.
Méthode de Bai moartex.
1" Coloration })en(laiil() à 7 minutes dans la solution alcoolique diluée (le fuchsine f5 gouttes d'une solution alcoolique concentrée dans un verre (le montre d'eau).
Décoloration pendant 1/4 de minute dans l'alcool acide (acide nitrique 1, alcool 10).
3° Lavage à l'eau.
4" Coloration de contraste au bleu de métliyU;, lavage à l'eau, etc. Baume de Canada.
Si les bacilles de la lèpre se montrent sous l'aspect de bâtonnets rouges sur fond bleu, les bacilles de la tuberculose ne se colorent pas aussi rapidement avec cette méthode.
D'autre part, Lustgarten a montré — ce fait est important pour le diagnostic différentiel — que les bacilles de la lèpre, colorés par le violet d(î gentiane à l'eau d'aniline ou par la fuchsine à l'eau d'aniline, ne se décolorent pas, par une solution à 1 0/0 de sous-chlorate de soude, aussi lacilement que ceux de la tuberculose.
Lnna colore les coupes dans la solution boracique de bleu de méthyle, puis
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passe kl coupe dans Teau, la solution iodo-iodiirée, l'alcool, la créosote etl'liuile de tére'bentlîine. Comme l'iode met en relief d'une façon très marquée les espaces clairs — regardés par quelques-uns comme des spores — , Unna pense que les bacilles de Hensen se composent de chaînettes de microcoques.
Bacille du choléra.
Il se colore surtout bien dans les solutions concentrées aqueuses de riichsino. n est bon de laisser agir la solution pendant 10 minutes. Il ne prend pas le Gram. On colore les coupes par la solution de fuchsine ou [)ar le bleu de niéthyle.
Un le met le mieux en relief en examinant les flocons muqueuxgris des selles, ou bien en puisant à la surface du liquide de culture obtenu par la méthode de Schottélius (consistant à ensemencer un bouillon avec les matières diarrhéiques et à portera l'étuve pendant douze heures). On le colore ensuite par le Ziehl dilué :
Fachsine. 0 gr. 25.
Acide piiéiiique 0 gr. 25,
Alcool 2 gr. 5.
Eau distillée 100 grammes.
Nous avons indiqué plus haut les méthodes de coloration des cils.
La méthode de coloration du hacillc de FinJder-Prior est la même; on ne fera donc le diagnostic qu'en se basant sur d'autres caractères (production du rouge de choléra dans les vieilles cultures, etc.).
Spirille de la fièvre récurrente.
I. MÉTHODE DE GUNTUER
Cette méthode de recherche des spirilles récurrents dans le sang a pour but d'extraire Thémoglobine des globules rouges, de rendre ceux-ci incolores et de faire ainsi ressortir d'autant mieux les spirilles colorés.
1° On passe le couvre-objet trois fois à travers la flamme, ou mieux on le met pendant 5 minutes au thermostat à 75".
2" On lave pendant 10 secondes dans l'acide acétique à 5 0/0.
3° On enlève l'acide acétique, d'abord par insufflation avec un tube de verre, puis en plaçant pendant quelques secondes la préparation, le coté du frottis en bas, dans une solution ammoniacale concentrée.
4° On colore dans une solution aqueuse d'aniline.
o'' On lave à l'eau et on sèche. Baume de Canada.
II. MÉTHODE DE NlKIFOROFF
1" Durcir pendant 24 heures dans un mélange de :
Solution aqueuse à 5 0/0 de bichromate de potasse. ) Solution saturée de sublimé dans une solution à [ aa, 0.6 0/0 Na Cl )
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±' Achever de diiirir. à cliaLul, dans l'alcool à 70'\ 80" et 9.) '. 'S" Inclure dans la parafline.
4'' Colorer pendant 'lï heures dans un mélange de :
Solution aIcoolit(Lie à 1 0/0 de tropoléine «'entiinétres cubes.
Solution aqueuse concentrée de bleu de mellivle... 10 n » Solution de potasse caustique à l 0/00 '2 iiDuttes.
5" Laver dans l'eau.
G" Baigner 2 à 3 fois dans tui mélange à parties égaU's d alcool et d'é- Iher.
7° Huile de bergamote. Xyhjl.
Actynomices.
Pour faire l'examen de ces champignons dans le pus. on prélève les granulations blanchâtres caractéristiques en étalant le pus sur une plaque de verre et en recherchant les grains sur un fond sombre. Lorsqu'on les a trouvés, on les écrase sur des lamelles et on voit sans difficulté le mycélium et les renflements ou conidies (1).
On peut aussi faire des j)réparations sur les lamelh's et les colorer comme les coupes.
Coloration (ks coupes. On a imaginé un grand noini)re de méthodes des recherches en coupes ; mais les préparations ne sont généralement pas stables, et les difterentes parties du champignon, mycélium et conidies, se colorent souvent d'une façon dififérente dans la même coupe. Pour une démonstration simple, on recourt à la double coloration par l'hématoxyline et le carmin ou l'éosine, qid teint U's masses en rouge et les met en relief sur le fond bleu du tissu.
Le procédé de Weigerl pour la coloration des microbes avec coloration préalable au carmin lithiné, est applicable dans l'espèce : il différencie le mycélium beaucoup mieux que les autres méthodes.
Les deux procédés combinés de Weigert, que nous allons décrire, sont très recommandables : ils i)ermettent d'obtenir une différenciation nette du mycélium et des cellules pyriformes, les autres parties du tissu présentant une teinte très nelle.
I. Préparation sur tamellfs
1" Frotter le contenu du grain sur un couvre-objet, sécher à Tair et passer dans la flamme.
^'^ Colorer pendant 24 heures dans la safranine à l'eau d'aniline.
(l Le grain, la masse, la touffe d'actinomvce comprend une zone périphérique, constituée par les cellules pyriformes ou claviformes, considérées comme des conidies, et une zone centrale, fibrillaire, ou mycélium.
3° Laver rapidement à l'eau.
4° Colorer pendant 5 minutes dans une solution saturée de violet de gentiane dans l'eau d'aniline.
Laver rapidement dans une solution de sel marin à 0.6 0/0. 0^ Sécher entre deux feuilles de papier-filtre.
7° Porter la lamelle dans la solution iodo-iodurée (1:2: 300), 2 minutes.
8° Sécher entre deux feuilles de papier-filtre.
9" Décolorer dans l'huile d'aniline fréquemment renouvelée, jusqu'à ce que la préparation ne cède plus la couleur.
10° Enlever l'huile dans le xylol; baume de Canada. Le mycélium devient bleu, les cellules pyriformes rouge bleuâtre.
La coloration au violet de gentiane doit toujours intervenir en second lieu.
II. Coloration des covjm
1° Colorer dans la safranine à l'eau d'aniline, 2i à i8 heures.
2° Laver soigneusement dans Teau.
3° Colorer à l'hématoxyline, 1/2 à une minute.
4° Laver soigneusement dans l'eau.
o° Colorer dans la solution de violet de gentiane anilinée, 1 /2 à 3 heures. 6" Laver dans la solution de sel marin à 0. G 0/0. 7*» Baigner dans la solution iodo-iodurée (1 : 2 : 300), 2 à 5 minutes. 8° Sécher sur spatule à l'aide de papier à filtrer.
9° Décolorer dans l'huile d'aniline, jusqu'à ce que la coupe ne cède plus de couleur.
10° Colorer dans l'éosine anilinée, 1/2 heure.
11° Enlever l'huile d'aniline dans le xylol; baume de Canada.
La zone centrale devient bleu sombre, les cellules pyriformes rouge brunâtre, les noyaux des cellules violets et le protoplasma violet rose.
La MÉTHODE DE France, consistant à colorer pendant 24 heures, fournit aussi de bons résultats ; mais sa valeur est inférieure à celle de la méthode de Weigert, parce que la celloïdine est dissoute dans l'alcool absolu et que souvent la zone centrale disparaît en partie.
Méthode de Bostroem :
1° Coloration par le violet de gentiane à l'eau d'aniline. 2° Bain direct, sans lavage préalable, dans le picro-carmin de Weigert. 3° Lavage soigné dans l'eau.
4° Bain d'alcool et dissolution de violet de gentiane jusqu'à coloration rouge jaunâtre des coupes.
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La partie fibrillaire de la masse reste paie, tandis que la zone périphérique devient rouge et le tissu environnant rouge jaunâtre.
La section des grains d'actinomyce fournit de bons résultats lorsqu'on inclut soigneusement à la paraffine.
On peut naturellement en faire des pré])arations sèclies sur couvreobjet et les colorer comme les coupes.
On a imaginé un grand nombre de méthodes de recherches en coupes; jnais les préparations ne sont généralement pas stables, et les différentes parties du champignon, mycélium et conidies, se colorent souvent d'une façon différente dans la même coupe.
Méthode de Weigert
1" Coloration pendant 1 luHire dans hi solution rouge sombre d'orsoille dans :
2" Lavage dans l'alcooL
Coloration dans la solution aqueuse à 1 0/0 de violet de gentiane, i" Lavage dans l'alcool.
5" Baume de Canada.
Les noyaux des cellules deviennent bleu violet, le tissu conjonctif est orange, les parties internes du champignon radié bleu, les parties externes rouge rubis.
On al)andonne pendant quelques jours afairTorseille du commerce pour évaporer l'ammoniaque.
D'après Israël, le séjour pendant plusieurs heures des coupes dans une solution concentrée (ïoirèine dans l'eau acidifiée par l'acide acétique donne aux massues une coloration rouge bourgogne.
H. Mktuode dk Baranski :
l*' Colorer la préparation, en frottis ou en coupe, pendant 2 à 3 minutes, dans le picrocarmin.
2" Laver rapidement dans Feau.
3" Sécher et déshydrater dans l'alcool.
4" Baume de Canada.
L(^ tissu est rouge, le centre du champignon radié jaune. La coloration de^ conidies n'est pas intense.
Coloration des coupes.
Alcool absolu. Anide acétique Eau distillée. . .
20 grammes.
Hl. MÉTHODE DE Flormann :
Elle correspond essentiellemenL à hi modification apportée par Kuhne à la méthode de Gram.
1° Colorer pendant cinq minutes dans :
2" Laver pendant dix minutes dans une grande quantité d'eau.
IV' Passer pendant cinq minutes dans la solution iodo-iodurée 1 : 2 :
Laver complètement à l'eau.
l'y" Décolorer pendant vingt minutes la solution à renouveler de fluoresscéine dans l'alcool (l/oO).
6" Laver la fluorescéine dans l'alcool à 95°. 7'' Huile d'aniline, quelques minutes.
8° Huile de lavande.
9" Xylol ; baume de Canada.
Les filaments sont bleu foncé et nettement différenciés. Ia'S cellules claviformes sont en partie bleu clair, en partie incolores.
IV. MÉTHODE DE LeMIÈRE ET BÉCUE
[1° Laver, après dessiccation, le pus à l'éther.
2"* Passer pendant quelque temps par la solution concentrée de potasse ou de soude.
S'^ Baigner, 15 minutes, dans la solution aqueuse d'éosine à 5 0/0.
4° Laver avec une solution d'acétate de soude ou de potasse et monter dans cette solution.
Les massues prennent une coloration allant du rose au jaune paie et la masse centrale des grains devient rouge vif.J
Solution alcooliquo concentrée de violet de nu'tlivle.
Eau
Solution acjueuse ù 1 0/0 de carbonate d'annnoniaque.
1 partie.
2 parties.
CHAPITRE XII
RKClIERCIIh: DES CHAMPIGNONS ET DES MOISISSUllES.
Pour rechercher les champignons filamenteux, chez l'homme, on dissocie les tissus dans l'eau ou dans une solution de sel marin à 0,6 0/0; ce procédé simple suffît souvent à mettre en évidence les parties constituantes de l'organisme. Si les tissus malades sont peu transparents, on peut les éclaircir par la lessive de potasse ou de soude de 1 à 3 0/0. La glycérine et l'alcool déterminent un ralatinement considérable des filaments. La méthode de Fraenkel est recommandable. On dissocie dans l'alcool à oO 0/0, additionné de quelques gouttes d'ammoniaque, et l'on examine aussitôt dans la glycérine où on pourra conserver la préparation. Pour durcir les pièces, on se sert habituellement de l'alcool absolu qui arrête rapidement le développement post mortcm. Le liquide de Miiller détermine moins de ratatinemenî. Comme colorant, on recourt de préférence à la vésuvine elau bleu de mélhylc, mais les espèces se comportent d'une façon diverse vis-à-vis des couleur^ d'aniline.
L'aspergillus se colore par la fuchsine, le violet de mélhyle el la vésuvine.
Balzer recommande de rechercher les dernuitopliytes en dégraissant, au préalable, dans l'alcool etl'éther, les poils, les écailles, etc. On les traite ensuite, pendant quelques secondes, par la solution aqueuse ou alcoolique d'éosine ou d'une autre couleur d'aniline, on déshydrate dans l'alcool et on monte dans le baume. Pour une préparation qui ne doit pas être conservée, on examine dans la lessive de potasse à 33 0/0.
Les champignons, qu'on rencontre surtout dans l'estomac, seront colorés de préférence avec une solution faible de brun de Bismark, les autres préparations d'aniline déterminant facilement une surcoloration.
La mycose du pharynx est causée par le leptothrix buccaUs ;M\\]eT en distingue quatre variétés :
RECUERCllE DES CHAMPIGNONS ET DES MOISISSURES
1*^ IJacillus maximus buccalis, coloré en bleu par le Gram. 2" Lcptolhrix innominata j
3" Leptothrix maxima buccalis > colorés en jaune — 4" lodococcus vaginalus \
l.es kérato-, oto-, pneumycoses et les mycoses viscérales sont également cause'es par des variéte's d'aspergillus.
Voir pages 14o et i46 les autres méthodes.
CHPAITRE XIII
RECHERClIt: Di:S PARASITl::» ANIMAUX.
\ai recherche des parasites aniniaux: n'ollre pas de difïicLillé si l'on n'envisage pas leur structure détaillée. Ainsi l'ascarus scabiei, l'ascarnsfollieulorum, l'oxyure vermiculaire, le trichocephalus dispar, Tanchylostome duodénal, la trichine spirale, les douves hépatique et lancéolée, peuvent être examinés dans l'eau simple. Mais il y a souvent avantage à aplalir l'animal par pression avec une aiguille sur le couvre-objet. Les œufs des nématodes, des trénuitodes et des cestodes seront aussi examinés dans l'eau.
Trichine des muscles.
Klle peut être examinée dans les préparations en dissociation ; on pciil procéder rapidement en aplatissant de petites particules de chair enirc deux porte-objets pour en faire une bouillie transparente qu'on examinera à un grossissement faible ou moyen.
On choisira surtout des morceaux de diaphragme ou des muscles masticateurs et de préférence des parties voisines des tendons.
La trichine peut aussi être recherchée dans les coupes qu'on fait à la congélation, soit directement, soit après inclusion dans la paraffine, l'allés ne doivent pas être trop minces; les plus épaisses peuvent être colcjrées dans la solution aqueuse de vert de méthyle à 1 pour oO. Ainsi les capsules de la trichine sont plus évidentes.
Les trichines encapsulées ou calcitiées sont rendues transparentes par l'addition d'acides.
Protozoaires.
On les traite avec avantage par les réactifs fixateurs et colorants, tels que l'acide osmique, l'acide chromique, l'iode, les couleurs d'aniline, etc.
Le contenu intestinal chargé de protozoaires est porté sous le microscope directement ou dans la solution de sel marin.
lil'CllERCllK DES PARASITES A.MMAUX
Coccidies.
1^1 les se colorenl bien, dans les préparalions durcies, avec le violet de jj;enliane et la vésuviiie. La double coloration à l'héniatoxyline et à l'éosine est très recommandable : on emploie une solution forte d'éosine ({u'on fait agir pendant plusieurs heures.
Lo sang doit être examiné aulant que possible au début des accès.; on dnii se servir de sanj^ frais obtenu par une piqûre au doigt. Onrecueille lagonlîe sur une lame, on recouvre avec une lamelle, de façon à avoir une couche Im' s mince : « Lorsque les hématies se niellent en piles, les hématozoaires sont très dilllciles à voir ; il fautoblenir des préparations dans lesquelles les hématies se mettent à plat. »
La préparation de sang frais est le procédé d'élection pour les corps sphériques présentant des mouvements amiboïdes, et les llagella animés de mouvements très vifs et très variés, adhérents à des corps sphériques et libres.
Le sang desséché se conserve longlenips, et sur ces préparations on distingue très bien quelques-uns des éléments parasitaires, les corps en croissant, notamment. La préparation doit éire montée à sec, sans baume de Canada (Thoinot et Masselin).
Le mieux étant d'observer le sang à l'état frais, on n'aura pas recours eu géné'ral aux colorcints.
Elle est applicable au sang frais. On porte sur la lamelle et sur le porteobjet une goutte de paraffine liquide ; on dépose une goutte de sang sur la goutte de paratline de la lame et on place le couvre-objet ; le sang se trouve ainsi entre deux couches de paraiïine. L'examen se fait sur la platine chauffante. Le meilleur colorant est le bleu de méthyle en solution aqueuse faible, ou mieux encore la solution très faible de ce produit dans le liquide de bascite stérilisé ou dans le sérum sanguin; on peut y ajouter un peud'éosine pour obtenir une double coloration. L'auteur recommande de baigner pendant 5 à 6 minutes la préparation sur lamelle, fixée par l'alcool absolu, dans la solution suivante :
Fièvre intermittente.
Méthode de Pleiin.
Solution aqueuse concentrée de bleu de méthyle.. . . Solution à 1/2 0/0 d'éosine dans l'alcool à 75°. . . . .
Eau distillée
Lessive de potasse à 20 0/0
60 grammes. 20 »
12 gouttes.
MÉTHODE DE Bu^NAMT POUR LA COLORATION DES COUPES.
1° Fixer pendant une demi-heure ou plusieurs heures dans la solution de :
RECUERCUE DES PARASITES ANIMAUX
^^llblimé
Chlorure de sodium Acide acétique
1 gramme.
0 gr. 75.
0 gr. 5 à l granuue.
Kau
100 grammes.
2*" Passer dans l alcool additionné d'une l'aible quantité de teinture diode.
3° Alcool absolu.
Comme colorant, on emploie le rouge de Magenta en solution aqueuse saturée ou mélangée à l'eau phéniquée, et on lave à l'alcool absolu.
On opère la double coloration par le mélange de rouge de Magenta o{ d'aurantia en solution alcoolique saturée.
La tète du ténia est examinée à un grossissement faible ou moyen dans l'eau, la solution de sel marin ou la glycérine. On peut racler avec le scalpel la paroi vésiculaire pour détacher le scolex de l'écliinococjne et l'examiner dans l'eau ou dans la glycérine diluée. Les crochets se rencontrent souvent dans les préparations par dissociation des échinocoques morts et calcifiés.
Le scolex du cyslicercus cellulosœ peut être mis en liberté par décliinire de sa capsule, on l'aplatit ensuite sous le couvre-objet pour examiner a couronne de crochets et la trompe. Les rapports avec l'utérus chargé, d'jpufs sont aussi mis en évidence en écrasant, entre deux porte-objets, un segment adulte à l'état frais.
Les coupes faites à travers la })aroi d'un vésicule d'échinococoque, à l'aide du rasoir ou des ciseaux, examinées dans l'eau, montrent manifestement la stratification delà masse cuticulaire.
On emploie généralement l'alcool pour conserver et durcir les pièces ; dans le liquitle de Millier, les vésicules deviennent facilement friables. L'inclusion à la celloïdine rend des services pour maintenir les rapports des ])arties constituantes. On cnq3loiera les colorants nucléaires seuls ou (•()inl)inés avec l'éosine ou le carmin. Les préparations microscopiques se conservent aussi bien dans la glycérine que dans le baume de Canada ; ta première est surtout recommandable pour les préparations non colorées.
CHAPITRE XIV
Examen des tissus et des organes
§ /. — Examen du sang.
L'examen du sang peut èlre pratiqué :
1° Sur les i^réparations fraîches, avec ou sans addition de liquides conservateurs;
4° En préparations sur lamelles, avec ou sans fixation des cellules sanguines dans les liquides de fixât iou^ et avec coloration consécutive par les diverses méthodes;
3° Sur les coupes du sang fixé et durci avec traitement consécutif par les colorants.
Examen du sang à Fétat frais
Pour examiner le sang Irais, on en porte une petite goutte sur le milieu d'un couvre-objet, et on place celui-ci avec précaution sur un porte-objet bien propre. 11 est important d'employer une quantité de sang aussi minime que possible; on en met généralement trop, les détails de line structure des globules ne pouvant être étudiés ([ue sur les préparations très minces. On fera souvent bien de fixer le deckglass sur le porte-objet avec la cire, de faire pénétrer la goutte de sang dans cet espace capillaire, et d'obturer ensuite complètement avec la cire. De cette façon on peut prélever du sang au lit des malades et l'examiner (juand on le voudra. On peut aussi employer la méthode de Plehn, indi- (juée au chapitre XIII, en mettant du sang entre deux gouttes de paraffine. Comme les globules du sang s'altèrent très rapidement, aussi bien dans l'eau distillée que dans les acides, et qu'ils perdent très vite leur hémoglobine, on aura à faire usage des liquides conservcdeurs indifférents (1).
(1) C^n recueille le sang sur le vivant })ar piqûre du doigt et de préférence par aspiralion du sang d'une veine de l'avant-bras, d'une veine superficielle. La peau est rendue asepti(iue par le procédé suivant, décrit ainsi par AYurtz : laver à la brosse pendimt
Pour pratiquer l'examen microscopique du sang, voici comment il faut procéder. On dépose sur une lame une petite goutte de sang, avec la pipette, la seringue ou un fil de platine. « Puis, avec Textrémité droite d'un fil de platine que l'on plonge dans cette goutte de sang, on enduit la surface des lamelles, en traçant des stries, en rayons de roue, sur la lamelle. On a ainsi des globules rouges en courbes très petites, peu épaisses, et faciles à examiner. Avec une goutte de sang on peut faire au moins une vingtaine de préparations. Aplatir deux lamelles l'une contre l'autre en y interposant une goutte de sang est une pratique que nous déconseillons, qui donne de mauvais résultats, car la recherche des microbes est rendue plus difficile par l'épaisseur et surtout par l'étendue de la préparation.
« Il n'y a pas de réactifs colorants spéciaux pour le sang. Le violet de gentiane, le bleu de méthylène, le liquide de Ziehl dilué coloreront les bactéries et les leucocytes ; les hématies restent incolores. Si l'on veut obtenir la coloration des globules rouges, on n'a qu'à colorer la préparation une seconde fois dans une solution aqueuse d'éosine. Le liquide de Ziehl, employé sans dilution, ne donne pas de bons résultats : il forme, avec les matières albuminoides du sang, une sorte de laque colorée d'une façon intense, et qui rend l'examen de la préparation très difficile » (^Vurtz).
Liquides destinés a conserver et a durcir le sang.
i"" Solution plujsiologique (le sel marin. Très utile. Le degré de concentration, variant de 0.6 à 0.75 0/0, doit être essayé pour chaque espèce animale.
2° Sérum du sanfj.^ lymphe.^ liquide amidotique de l'espèce animale correspondante.
On peut remplacer ces liquides par l'iode ou bien faire passer par le bord du couvre-objet un liquide colorant, par exemple du vert de méthyle, dans une solution de sel marin à 0.6 0/0.
'6"^ Solution jaune sherry dHodure de potassium ioduré. Elle convient surtout pour rendre manifestes les ombres des globules rouges.
4° Solution aqueuse saturée d'acide picrique. Même propriété.
5" Solution de nitrate dhirgent à 0.5 0/0.
6° Liquide de Pacini :
0 minutes avec savon noir et eau chaude. Frotter la peau avec tle la gaze imbibée d'alcool, placer sur l'endroit que l'on doit piquer un morceau d'ouate hydrophile imbibée d'une solution au millième de sublimé. On laisse ce tampon d'ouate en place pendant dix minutes. Laver à l'alcool, pour dissoudre et enlever les traces de sublimé qui peuvent rester sur la peau Faire un dernier lavage à l'étlier. Flamber la lancette et piquer. On recueillera le sang soit avec le fil de platine soit avec une pipette. — En ce qui concerne le second procédé, on désinfecte soigneusement la peau du pli du coude, le bras étant serré au-dessus du coude par une bande, et l'on pique la veine avec la seringue de Straus stérilisée , la pointe étant dirigée vers la main. A l'autopsie, on stérilise la surface de l'organe à ponctionner avec une baguette de verre ou une lame de platine chauffée au rouge et on plonge la pointe d'une pipette stérilisée.
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Bichlorure de mercure 1 gramme.
Chlorure de sodium 2 grammes.
Eau distillée 200 " »
7° Liquide de Hayem :
Sublimé 0 gr. 5.
Chlorure de sodium 1 gramme.
Sulfate de soude '. ;j grammes.
Eau distillée 200 " »
On y dilue le sang au lOO''. Avec le repos les éléments ligurés du sang tombent au fond ; on décante après vingt-quatre lieui'es. on laA e la masse de ces éléments, qui ont été durcis, et on colore. On peut aussi ajouter de l'éosine au liquide.
Liqueur d'Afanassiew :
On dissout 0 gr, 6 de peptone desséchée dans 100 parties de la solution physiologique de sel, on ajoute 1 p. 10,000 ou 20,000 de violet de gentiane, on fait bouillir le mélange, on filtre et on conserve dans des flacons stérilisés. Pour s'en servir, il suffit d'en déposer une goutte sur la pulpe d'un doigt et de piquer la peau en dessous de cette goutte; le sang est mis ainsi directement eu contact avec la liqueur.
Mais tous ces liquides ne peuvent être employés pour les préparations qu'on veut conserver; de plus, ils n'empêchent pas les altérations structurales du noyau de se produire.
Ces inconvénients sont évités par certains réactifs qui, surtout, conservent les formes cellulaires. Ce sont les :
Milieux fixateurs :
1° Acide acétique^ à 1 0/0 ;
±° Acide osmique^ à 1 ou 2 0/0 (1) ;
3° Liquevr de Flemmiiig. Beaucoup d'auteurs préfèrent employer une solution contenant une quantité moins élevée d'acide chromique que la solution normale.
On colore en ajoutant au liquide fixateur du vert de méthyle, du violet de méthyle, de la safranine, etc. ; ou bien on fait des préparations de sang en coupes qu'on traite ensuite par une teinture. La liqueur d'Hermann, avec coloration consécutive à la safranine, détermine, dans les coupes des tissus, des images très nettes qui se prêtent à l'étude très approfondie du sang.
Préparations sur lamelles
Il est nécessaire, pour colorer les préparations sur lamelles, d'extraire l'hémoglobine au moyen d'une solution aqueuse.
(1) On peut soumettre le sang à l'action des vajieurs osmiques: on peut aussi le mélaner directement au fixateur dans un verre de montre.
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Hayem indique la solulion colorante d'ioclure de potassium iodée qui ne dissout pas l'hémoglobine. En imprégnant une préparation sèche de sang avec une solution de ce genre ayant une coloration d'un brun intense, toutes les parties renfermant de l'hémoglobine deviennent aussitôt brunes et même violettes.
Mais Ehrlich a montré que l'hémoglobine perd sa solubilité en chauffant de 120° à 150°, après l'avoir séchée à l'air, la préparation sur lamelles, pendant une ou plusieurs heures dans une capsule de cuivre. NikiforofT arrive plus facilement aux mêmes résultats en portant pendant deux heures les préparations sur lamelles, après les avoir séchées à l'air, dans un mélange d'alcool et d'éther à parties égales; on sèche ensuite et on colore.
Hayem recommande, dans le même but, l'action des vapeurs osmiques sur les préparations sèches. On dépose sur le couvre-objet une goutte de sang aussi petite que possible, on le recouvre d'un second qui sert à étaler la goutte, et qu'on retire ensuite avec précaution. Il faut avoir soin de toucher les verres avec des pinces et non avec les doigts qui, au point d'application, déterminent un cercle de vapeurs et altèrent ainsi notablement, d'après Ehrlich, les globules du sang.
La méthode de fixation de Nikiforoff (alcool absolu et éther aa 1/2 h.) fournit •le bons résultats. Cependant, on ne se contentera pas d'un seul mode de tixation. Après fixation par l'alcool-éther, baigner directement, ou après lavage à l'eau dans la matière colorante; après fixation à Hg Cl-, passer de "» minutes à i/2 heure dans l'alcool iodé, et 2 à 3 heures dans l'alcool absolu; après l'action de Tacide picrique, du Flemming, de l'Hermann, laver à l'eau courante pendant 12 à 24 heures. La fixation par la chaleur peut pre'céder l'action de ces liquides qui agissent alors comme mordants. En résumé, chaque procède' rend des services quand il est bien employé (De Buck).
Les variétés de cellules blanches du sang sont importantes à connaître pour l'examen de ce liquide. On en compte généralement cinq (1).
Petits hjmpltocytes . — Plus petits que les globules rouges, ils ont un noyau volumineux, nettement colorable, constituant la partie principale de la cellule dont le protoplasmaest limité à une zone péri-nucléaire très mince.
b). Grands lymphocytes. — Ils représentent un degré de développement ])lus avancé et sont 2 à 3 fois plus volumineux que les globules rouges; ils ont aussi un gros noyau; mais, contrairement à la première variété, ce noyau est entouré d'une zone protoplasmique plus large et est moins colorable que celui des petits lymphocytes. Ces deux variétés constituent 25 0/0 des globules blancs du sang normal.
(1) Voir classilicadons de Sliénoii et de Vander.slricht.
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t). Éléments moiionucUés. — Ce sont des formes de transition qui se distinguent des grands lymphocytes par ce fait que leur noyau n'est pas régulièrement arrondi, mais présente un commencement de division Biédiane.
d) . Lewmnjtes jwlijnucléès. — Plus petits que les formes mononucléées de li'ansition, mais plus volumineux que les globules rouges. Ils ont un noyau multilobé ou plusieurs noyaux fortement chromatiques. Ils représentent environ 70 0/0 des cellules blanches du sang et possèdent la propriété d'émigrer.
e) . Cellules èosinopliiles. — Le noyau est moins opaque que celui des leucocytes polynucléés. Les granulations renfermées dans le protoplasma se colorent en rouge vif par l'éosine.
Ehrlich a aussi démontré que le protoplasma des globules blancs renferme, outre le noyau, des granulations qui se comportent d'une façon différente à l'égard des groupes d'aniline; aussi les divise-t-il en granulations a, P, Y, 0, £. Il s'agit là de différences chimiques bien réelles, ainsi que le démontrent les réactions diverses :
a). Milieux dissolvants : l'eau, les acides, l'alcool, la glycérine;
Ij), Volume, forme et réfringence;
c) . Résistance diverse aux températures élevées;
d) . Répartition de ces granulations dans le corps de la cellule.
A. Cellules èosinophiles. — Ce sont les plus importantes. Elles prennent une coloration intense, caractéristique, par les couleurs acides d'aniline, surtout par l'éosine.
Procédé de coloration :
1° On chauffe la préparation sur lamelle pendant plusieurs heures à V±0\
9.° On colore pendant plusieurs heures dans la solution acide d'hémaiôxyline-éosine d'Ehrlich (chap. viii).
3° On lave à l'eau et l'on sèche. Baume de Canada.
Les noyaux des globules blancs, aussi bien ceux des lymphocytes que des polynucléés, sont opaques, les noyaux des mononucléés gris brunâtre; les globules rouges deviennent rouge cuivre, et les granulations èosinophiles rouges.
S On peul aussi, la lamîUe étant traitée d'après C3lte méthode, faire la coloration dans un mélange de :
Aurantia ) ^
Induline • aa 2 grammes.
Eosine '
Glycérine 30 »
On lave à l'eau et l'on sèche. Baume de Canada.
Les noyaux sont colorés en bleu, les cellules éosinopliiles en rouge ou rouge noirâtre, et les globules rouges en rouge cuivre.
Si l'on veut colorer les cellules éosinophiles sans les noyaux, on se sert de la solution simple d'éosine. C'est la solution rouge, concentrée dans la glycérine, que l'on emploie de préférence, puis on lave à l'eau.
Pour un simple examen, on recommande de faire passer la lamelle trois fois à la flamme et de colorer dans la solution aqueuse alcoolique d'éosine, et ensuite dans le bleu de méthyle.
L'étude de ces cellules est très importante, car, ainsi que l'a montré Ehrlich, elles n'augmentent pas en nombre dans laleucocytose aiguë ordinaire, mais très notablement au contraire dans la leucémie. Elles sont rares dans le sang normal. Ehrlich base le diagnostic certain des cellules éosinophiles, non pas sur la coloration des noyaux dans une substance colorante acide, mais sur la présence de la chromophile qui ressort avec toutes les couleurs acides. Voici les solutions qui servent à assurer le diagnostic :
1° Solution concentrée (rouge) d'éosine dans la glycérine ; 2° Solution saturée d'induline dans la glycérine ; 3° Solution saturée aqueuse d'orange ; •4" Eosine-induline glycérinée.
La numération des cellules éosinophiles renfermées dans le sang peut se faire d'après le procédé de Zappert, cité par Legrain. Il se sert pour cela d'un compte-globules ordinaire. Le liquide de dilution est une solution d'acide osmique à i 0/0. Après avoir recueilli le sang dans la longue portion du mélan^^eur, il aspire du liquide de dilution jusqu'à moitié du renflement de l'appareil ; puis il le remplit avec la solution de :
Eau distillée F)5 parties.
Glycérine neutre 45 »>
Solut. aq. d'éosine 1 0/U 17 »
Il est nécessaire de brasser le mélange pendant 1 à 2 minutes pour fixer l'acide. On compte dans la chambre humide. Les cellules éosinophiles légèrement granulées sont rouge sombre.
B. Granulations hasophiles. — Elles se colorent avec les solutions basiques ordinaires d'aniline, c'est-à-dire avec les colorants des microbes : bleu de méthyle, violet de gentiane, fuchsine, brun de Bismarck, etc. Ace groupe appartiennent les granulations y et Les granulations y (MastzeUen) n'existent pas à l'état normal dans le sang de l'homme, mais sont très nombreuses dans le cas de leucémie. Les granulations o, qui prennent aussi les couleurs basiques d'aniline, se rencontrent dans les formes de transition mononucléées du sang humain.
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Les granulations l)asopliiles 7 sont voUimineuses, les granulations c plus fines.
MÉTHODE d'eiirlicu pour les granulations. 1° Colorer pendant plusieurs heures clans :
Alcool absolu 50 grammes.
Eau 100 ' »
Acide acéti({ue glacial 12 gr. 5.
Dahlia, jusqu'à saturation presque complète.
Laver à Teau et enlever l'excès de colorant dans l'alcool.
Quant aux organes, il est nécessaire de les durcir dans ralcool; on colore pendant douze heures et on décolore par l'alcool.
MÉTHODE DE Westphal. — Lcs uoyaux sont colorés en même temps. Solution employée :
Carmin de Grenadier (carmin pur 2 gr., eau distillée 200 cent, cubes, alun o gr., faire bouillir, filtrer et
ajouter acide pliénique l cent, culie).
Acide phénique 100 centimètres cubes.
Glycérine 100 » »
Solution concentrée de dahlia dans l'alcool absolu. 100 n »
Acide acétique glacial 20 » »
Laver la lamelle colorée, sécher à l'air, inclure dans le baume de Canada.
Les cellules « Mastzellen » montrent des amas de granulations rouge violet ayant chacune une trace de noyau. Les autres structures nucléaires sont violettes ou bleues.
D'après le même auteur, le vert de méthyle impur colore très distinctement les granulations y en bleu violet et les noyaux en vert.
Coloration des gramdatlons o : séjour de dix minutes dans la solution fioncentrée aqueuse de bleu de méthyle, lavage à l'eau. Baume de Canada.
C. Granulations neutrophiles^ granulations e. — On les colore avec les solutions neutres d'aniline, composées d'un mélange de couleurs d'aniline acides et basiques. Elles sont très serrées dans les leucocytes polynu- €Îéés. On les rencontre aussi dans tous les leucocytes mononucléés du sang myélinique. Remarquons que certains auteurs prétendent que la réaciion, dite neutrophile, est plutôt éosinophile, oxyphile, les couleurs dites ueutres étant acides.
PrèjKiration :
1° On prépare les lamelles d'après la méthode d'Ehrlich :
2° On colore pendant plusieurs minutes dans un mélange de :
Solution aqueuse saturée d'orange 125 grammes.
Solution aqueuse concentrée de fuchsine acide avec
20 0/0 d'alcool 125
Ajouter :
Alcool absolu 75 irrammes.
Solution aqueuse saturée de vert de métliyle 12;j »
Après un repos suffisanl, la solution peut être employée. Mais, comme la fîltration la modifie, et qu'il se forme un précipité, on en prélève, dans la partie claire, une certaine quantité avec une pipette, et on la porte sur le couvre -objet.
3° On lave à l'eau. Baume de Canada.
L'hémoglobine prend une teinte jaune orange, les noyaux deviennent verdàtres, les granulations éosinopliiles gris sombre et les granulations neutrophiles violet intense.
Autres méthodes également très bonnes :
1" On colore pendant 5 minutes dans une
Rolution aqueuse concentr/'e de fuchsine acide 5 volumes.
On ajoule lentement en agilaiU :
Solution aqueuse concentrée de l)leu de niétlivle... 1 volume. Eau distillée 5 f.n-ammes.
2° Laver à l'eau, absorl)er l'excès avec le pa[)ier à filtrer; sécher à l'air. Baume.
liCs érythrocytes devienn(Mit rouges et les granulations e violettes. Liorini: i>'Ai{(»xso.\-Pitilipi» :
Orange G.. 1 solutions aqueuses
Rub.ne acide extra. ... saturées.
Vert de niethyle cristallise )
La solution s'éclaircit par sédimentation et on y ajoute :
Orange G o.") centimètres cubes.
Hubine acide ;>0 » »
l'^au distillée 100 » »
Alcool uO » »
Vert de méthvle 65 » »
Eau distillée.' 50 » »
Alcool 12 » »
Cette solution reste au repos quelques semaines. On colore pendant plusieurs heures. Laver dans l'eau, sécher à l'air, baume de Canada. Les noyaux deviennent verts, l'hémoglobine orange, les granulations £ rouge violet, les granulations a rouge jaune.
Il est très important de savoir que les granulations neutrophiles, granulations £, appartiennent aux leucocytes dits polynucléés, c'est-à-dire aux formes qui sont en diapédèse dans l'inflammation. Elles constituent la plus grande partie des globules blancs du sang normal. Le pus est surtout constitué par ces leucocytes à granulations neutrophiles.
Examen du sang dans les coupes; méthode de Biondi
Cet auteur a imaginé une méthode qui permet d'examiner dans les coupes le sang fréala'blementfixé, et qui s'applique aussi à d'autres éléments liquides des tissus.
On porte quelques gouttes de sang dans 5 cent, cubes d'une solution d'acide osmique à 5 ^, et l'on mélange par agitation. Les éléments cellulaires se précipitent. Au bout de vingt-quatre heures au plus, on enlève avec la pipette une à deux gouttes de la solution d'acide osmique et on porte dans o cent, cubes d'agar-agar (dans l'agar do Biondi : on peut se le procurer chez Kœnig, à Berlin), qui est liquide (10 3^^1137". Le mélange d'acide osmique et de sang est aussi réparti par agitation, puis on verse l'agar dans des boîtes en papier où il se solidifie rapidement. Le bloc d'agar est durci dans l'alcool à 85°, qu'on renouvelle plusieurs fois, et coupé, au besoin, dans la moelle de sureau. Les colorants agissent fort bien, même en présence de l'agar alcoolique. On n'emploie pas le xylol pour éclaircir les coupes, mais bien les huiles éthérées et la créosote.
D'après Biondi, on obtient des coupes plus fines encore en combinant l'inclusion dans l'agar avec l'imprégnation par la paraffine : le bloc d'agar chargé de sang est porté pendant un jour dans l'huile de bergamote, et directement, une à deux heures, dans la paraffine chauffée à45°; on verse dans une petite boîte en papier et on solidifie dans l'eau. On enlève la paraffine avant de colorer.
Mêmes résultats avec les méthodes de Rindfleisch et de H. F. Miiller.
MÉTHODE DE Rindfleisch. — Le sang ayant été fixé par l'une ou l'autre méthode, on le lave, on le porte dans une très petite quantité de glycérine, puis on le fait sécher sur une plaque de verre à l'abri de la poussière, on recouvre celle-ci d'une mince couche de celloïdine qui, après évaporation, s'enlève en fine pellicule, et on colore cette pellicule.
MÉTHODE DE A. F. MuLLER. — On fait, avec le sang, aussi bien qu'avec les autres substances qui n'adhèrent pas fortement au couvre-objet, des préparations sur lamelles, on les porte pendant un instant sur une couche très mince de celloïdine, on faitégoutter et sécher à l'air. On colore ensuite en suivant la méthode d'Ehrlich.
Examen des plaques sanguines
Les plaques sanguines sont des disques plats, ovoïdes, de dimensions variables, pouvant atteindre le tiers de la grandeur des globules rouges. Il ne faut pas perdre de vue, en les préparant, qu'elles subissent des
modifications de forme très considérables, sous l'influence de l'air et de l'irritation la plus légère.
Préparation. — On porte sur la peau de l'homme ou sur celle d'un animal à sang chaud préalablement rasée, une grosse goutte d'acide osmique à 1 0/0, et on pique la peau à travers elle. Le sang se mélange à l'acide osmique à l'abri de l'air.
L'acide osmique a surtout été recommandé par Eberth et Schimmelbusch. On recommande aussi la solution de :
On met encore les plaques en évidence par la méthode du chaufTage rapide des préparations sur lamelles, méthode que nous avons indiquée au commencement de ce chapitre.
Dans les préparations sur lamelles faites avec les solutions concentrées aqueuses de violet de méthyle, de vert d'aniline, de fuchsine, les globules du sang se colorent d'une manière diffuse; la coloration centrale est cependant plus intense pour ceux qui, comme c'est souvent le cas, sont granuleux au centre et homogènes à la périphérie.
Numération. — Laker détermine d'abord la quantité de globules rouges, puis la proportion des plaques avec ces globules ; il obtient ainsi le nombre de plaques par centimètre cube. Il l'avait évaluée à 400,000; mais d'autres auteurs ont établi un chiffre moins élevé de moitié.
On recherche la fibrine par la méthode de la double coloration à riiématoxyline-éosine en coupes aussi minces que possible. Le réseau tibrineux de la pneumonie et de la diphtérie des muqueuses est de la sorte bien mis en évidence.
La méthode de Weigert est celle qui convient le mieux pour examiner et pour colorer cette substance ; elle ne diffère de celle du même auteur pour la coloration des microbes que par le liquide de décoloration.
L MÉTHODE DE Weigert :
1° Durcir dans l'alcool ;
Colorer pendant 5 à 15 minutes dans une solution concentrée aqueuse de violet de gentiane dans l'eau d'aniline;
3'' Laver dans la solution de NaCl à 0,G 0/0;
A" Sécher sur spatule ou couvre-objet avec du papier à réactif;
50 Porter 2 à 3 minutes, sur porte-objet ou sur spatule, dans la solution iodo-iodurée (1 : 2 : 100);
6" Sécher avec du papier-buvard;
Violet de méthyle
Solution de sel marin à 0.6 U/0
0 gr. l.
50 grammes.
Examen de la fibrine
T*" Décolorer dans :
Huile d'aniline Xvlol
2 parties.
1 partie.
8" Laver au xylol ; 9° Baume du Canada.
La fibrine prend une ])elle teinte bleue, et le reste se décolore, excepté les microbes ; ce sont surtout les restes de globules sanguins, les masses caséeuses et les parties en nécrose de coagulation, qui ne se colorent pas.
On obtient avec le carmin lithinéune belle coloration double.
IL MÉTHODE DE LowiT. — Ou colorc la fibrine dans les préparations de sang frais. On attend que la coagulation commence sous le couvre-objet pour y faire passer, par un bord de la lamelle, une solution de NaCl à 0.6 0/0 jusqu'à expulsion des globules rouges. La plupart des leucocytes et des plaques restent en place. On lave à l'alcool et on pratique, toujours sous le couvre-objet, les manipulations de la méthode de Weigert.
c. Picro-curmin de Rnnvier. — La fibrine est remarquablement bien différenciée par ce re'actif. Qu'il agisse rapidement (pièces durcies dans l'alcool) ou lentement (après séjour des pièces dans le Mûller), le picro-carmin donne à la fibrine la plus massive comme aux fibrilles les plus ténues une coloration rouge marron très typique. Pour les pièces durcies dans le Mûller, qui a l'avantage de conserver le volume des masses fibrineuses et de respecter le sang, une bonne technique consiste, après coloration des noyaux des éléments par Fhématoxyline, à faire séjourner la coupe 21- heures dans une solution aqueuse légère d'éosine (teinte fleur de pêcher). La fibrine y prend un ton rosé jaune, un peu flou, des plus carastéristiques. Monter dans le baume au xylol après passage par l'alcool absolu, créosote, xylol (Letulle).
On dépose du sang sur une lamelle, on la sèche à l'air et on la porte pour (juelques minutes dans un mélange de :
Il y a des globules blancs qui prennent une teinte brun acajou (Gahritschewsky).
Nous ferons observer que le professeur Stiénon a appliqué sans succès cette méthode à l'étude du foie des diabétiques.
Corps étrangers du sang
/. Piyment. — La recherche du pigment dans le sang se pratique en mélangeant simplement une minime goutte de sang à une goutte de 1
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solution de sel marin à 0.6 0/0, ou bien en faisant des préparations sur lamelles non colorées ou colorées à l'aniline.
//. Schizomycetes. — On rencontre dans le sang de riionune, jjendant la vie, surtout le bacille du cliar'bon et le spirille de la fièvre récurrente. Pour le charbon on fait des préparations sur lamelles qu'on colore par le Gram, ou bien on examine une goutte de sang frais. [Le sang, à l'état frais, peut être examiné en goutte suspendue, dilué ou non dans l'eau distillée ou la solution physiologique.]
En ce qui concerne les autres microorganismes, et spécialement les microcoques, on évitera de les confondre avec les granulations basophiles 7 et les granulations &, qui prennent comme (mix les couleurs basiques. Les granulations o sont, tellement fines qu'on ne peut les confondre avec ces cocci. Les granulations des « Mastzellen » sont très ressemblantes à ceux-ci, mais n'ont pas des dimensions aussi régulières.
La prali(iue des préparations sur lamelles des microbes du sang fixés est facilitée en traitant celles-ci pendant 10 secondes par une solution d'acide acétique de 1 à 5 0/0. On lave ensuite soigneusement et l'on colore.
De cette façon, l'hémoglobine est extraite des globules ronges et les microbes sont colorés presque isolément.
Vincent colore les microbes dans le sang par le procédé suivant. La lamelle séchée est plongée pendant 1/2 à 2 minutes dans une solution, filtrée prélablement et composée de :
Solution à 5 0/0 d'ac. ithéniquo 0.6
Solution saturée de XaCl 3)
Glycérine 3)
L'iiénioglobine est dissoute, mais les globules blancs ne sont pas déformés. On lave à Teau, on colore avec le bleu do méthyle pliénique' ou avec la solution aqueuse de violet de méthyle à 1/2 0/0. Les hématozoaires de Laveran sont de la sorte bien colore's.
Pour le spirille de la fièvre récurrente, on le recherche dans le sang frais pendant un accès de fièvre. On le reconnaît à ses mouvements très vifs. On colore les préparations des lamelles dans une solution aqueuse ou glycérinée de brun de Bismarck on dans le bleu de Loeffler. Nous en avons du reste parlé au chap. ix.
Numération des globules sanguins.
I. Pour compter les globules du sang (1), il faut diluer celui-ci au préalable. On prend une pipette dilatée en ampoule au milieu. L'ampoule
(l) Le nombre des hématies dans le sang normal est d'environ o. 000. 000 par millimètre cube.
mesure exactement cent l'ois le contenu de la partie de la pipette située en dessous. On commence par remplir la pipette de sang jusqu'à la limite de l'ampoule et on remplit celle-ci en aspirant un liquide de dilu-
tion. On obtient aussi une dilution au
Il existe plusieurs liquides de dilution. Le plus simple, mais il est très rarement employé, est le Liquide de Toison :
Violet de niéthvle 0 gr. 025.
Glycérine neutre 30 centimètres cubes.
Eau distillée SO » »
On ajoute :
NaCl \ gramme.
Sulfate de soude 8 grammes.
Eau distillée 80 cent, cubes.
On filtre.
Au bout de 5 à 10 minutes, les globules blancs sont colorés en violet et se distinguent bien des globules rouges devenus verdâtres.
On remplit, avec le sang dilué au lOO'' dans ce liquide, l'appareil à numération de Thoma-Zeiss. Celui-ci est constitué par une chambre humide de 0.1 mm. de profondeur; la couche liquide qui se trouve sur le
carré qui est divisé en 400 carrés mesure cent. c.
On compte alors les globules sanguins dans le plus grand nombre possible de carrés, en comprenant aussi ceux qui se trouvent sur la ligne de division. Puis on multiplie le contenu cubique 4000 par le nombre de dilutions et le nombre des globules sanguins, et l'on divise ce total parHe nombre des champs comptés. Le chiffre obtenu est celui des globules par millimètre cube. Le calcul est exprimé dans la formule :
X = nombre de globules sanguins dans un millimètre cube de sang non dilué, v — dilution, c'est-à-dire généralement 100, z — nombre des globules dans les carrés, n = nombre de champs comptés.
Malassez dilue le sang dans un sérum artificiel composé d'une solution de sulfate de soude de 1020 (5 0/0) ; on trouvera la description de sa méthode dans les livres de microscopie clinique.
[Nappert numère simultanément les globules rouges et les diverses variétés de globules blancs à l'aide d'une chambre de Zeiss comprenant 9 fois la surface de carrés servant à la numération des globules rouges (16X16x 0 = 2304 carrés). Il dilue dans un mélange de 5 c. c. d'une solution d'acide osmique à 1 0/0 avec 3 gouttes d'une solution colorante : glycérine et eau distillée aà 10 c. c. ; solution d'éosine 1 0/0 dans l'eau, 5 c. c]
Numération des (jlohuJes blancs. — On dilue, à l'exemple de Tlioma, le sang dans 10 parties d'eau renfermant 0.3 0/0 d'acide acétique anhydre. Les globules rouges sont dissous, ce qui facilite la numération des cellules blanches.
Sherrington congèle la lame graduée recouverte de sang dilué sur la plaque du microtome à congélation : les globules rouges disparaissent. Le chauffage à 60® pendant 5 minutes donne aussi de bons résultats. On peut ajouter au liquide de dilution (de préférence à la solution neutre d'oxalate de potasse à 3 0/0) une quantité de bleu de méthyle suffisante pour lui donner une teinte bleuâtre. Les noyaux de leucocytes sont colorés, et l'examen en est bien plus facile (Fletcher).
Pour de plus amples détails, consulter le résumé d'hématologie clinique du docteur De Buck.
§ //. — Examen du cœur et des vaisseaux.
On examine fort bien le muscle cardiaque à Vétat frais par dessiccation . On différencie la tuméfaction trouble de la dégénérescence graisseuse par l'emploi des réactifs indiqués au chapitre i, de l'acide acétique d'une part et de l'acide osmiqne à 1 0/0, d'autre part (v. au chap. xi).
La dégénérescence pigmcntaire se reconnaît bien également dans les préparations par dissociation.
Le liquide de Muller, et l'alcool ensuite, conviennent le mieux pour le durcissement. On inclut dans la celloïdine pour faire des coupes et on traite par les colorants nucléaires. Le carmin boracique ou lilhiné mérite la préférence dans les lésions pigmentaires. Le picrocarmin fait ressortir très nettement les faisceaux nmsculaires striés.
On fera Y examen bactériologique des plaques d'endocardite et des végétations valvulaires par des préparations sur lamelles : on frotte le produit pathologique sur une lamelle directement, ou bien on en mélange avec une tige de verre passée à la flamme une petite quantité dans l'eau stérilisée et l'on porte une goutte de ce liquide sur le porteobjet.
On recherche les microbes dans les coupes après inclusion à la celloïdine, ou même à la parafline; on les colore simplement dans le violet de gentiane et on lave à l'alcool; ou bien on procède d'après la méthode de Gram, qui convient à la plupart des microbes de l'endocardite, surtout aux streptocoques et aux staphylocoques pyogènes et au pneumocoque de Fraenkel-Weichselbaum.
L'examen histologique des plaques d'endocardite esl pratiqué en les
colorant au carinin aluné, ou j)ien à riiématoxyline et au cai'min ou à l'éosine ; le procédé de Wei^ert pour la tibrine est aussi applicable.
Quant aux /7r()s vaisseaux^ ils seront durcis de préférence dans le liquide de Millier. Les vaisseaux élastiques seront traités comme s'il s'agissait de la peau.
§ ///. — Rate et ganglions lymphatiques.
Les meilleurs agents de durcissement sont en première ligne le liquide de Muller, et ensuite le sublimé. Pour colorer, on recourt aux colorants nucléaires; les méthodes d'Ehrlicli, que nous avons signalées pour le sang, conviennent également.
Ehrlich recommande, pour l'examen de la pulpe splénique, de ponctionner, immédiatement après la mort, avec un gros trocart la rate à travers la peau, et de faire une préparation sur lamelle du suc ainsi obtenu.
% IV. — Membranes séreuses.
On durcit dans le liquide de Muller ou dans l'alcool, et l'on traite par les colorants nucléaires ordinaires.
Les produits d'exsudation et de transsudation séreuses, riches en cellules, seront examinés à l'état frais dans une petite quantité de la solution de sel marin. Quant à ceux qui sont pauvres en cellules, on les précipite, soit par le repos, soit par la centrifugation, surtout s'il s'agit de rechercher le bacille de la tuberculose ou d'autres microbes.
§ V. — Peau.
A l'état frais, on hxe les fragments de peau dans le liquide de Fleniming, le liquide de Muller ou l'alcool. Les cellules de l'épiderme, surtout du corps mu- (pieux, se difîe'rencient nettement dans les préparations au Millier. A l'état frais, on obtient de belles figures des cellules à ponts par une macération de deux heures à 40° dans la solution saturée à froid et filtrée de pancréatine sèche (Eberth), On conserve dans un me'lange d'alcool, d'eau et de glycérine. Dans l'épiderme frais fixé à l'acide chromique, la couche cornée se différencie en trois zones : l'externe qui devient noire, la médiane incolore et la profonde également noire. La zone lucide des préparations fixées par l'alcool, l'acide chromique, le liquide de Millier, devient jaunâtre sous l'action du picrocarmin. Les granulations de kératohyaline de la couche granuleuse se colorent par le carmin, par la safranine, par la pararosaniline iodée; celles de kératine de la même zone deviennent rouge orange avec la méthode de van Gieson. On opère l'inclusion dans la paraffine celloïdinée.
L'alcool suffit pour les examens d'ensemble et facilite du reste la coloration des éléments. Au contraire, pour les examens de détail, on aura recours au Flemming, à rHermann, au sublimé ou à l'acide osmique.
La confection des coupes est parfois laborieuse ; celle des grandes coupes ne peut être effectuée que dans la celloïdine. Mais, pour les pièces de petites dimensions, on peut aussi se servir de la paraffine, en prenant toutefois la pre'caution d'inclure aussi rapidement que possible dans la paraffine et en raccourcissant autant que possible le séjour dans l'alcool et le toluol. La paraffine molle, fondant à oO", est la meilleure. Voici donc quel est le procédé iBœiim et Davidoff(l)] :
l*^ Fixer dans l acide osmique ou le Flemming;
2° Alcool à 96« ;
3" Alcool absolu, 24 lieures au maximum; 4° Chloroforme, 1 heure; .')° Paraffine ou chloroforme, 1 heure ; G-^ Paraffine pure, 1 heure.
On emploie 2/3 de paraffine fondant de 42-45'^ et 1/3 fondant de 43-50", et Ton chauffe l'étuve à 50".
On colle les coupes sur les lames de verre non pas avec Talbumine, mais avec de l'eau.
A. Fibres élastiques. — (Jn k's examine par les méthodes suivantes : 1. — Métuode d'U.nna :
1" Durcissement dans l'alcool absolu, ou dans la solution de Flemming, avec durcissement consécutif dans l'alcool absolu: Coloration (éventuellement ) dans la vésuvine; iî' Lavage;
V' Coloration })eiidant 24 heures dans :
.")" Acide nitri(|ue à 25 0/0, 2 à 3 secondes; ()' Décoloration dans l'eau acéti({ue faible :
7 ' Déshydratation rai)ide dans l'alcool absolu. Alcool, huile de cèdre, baume de Canada.
H. — Méthode de Hermiei.meh :
1" Durcissement dans le ]i([uide de Muller;
2'' Coloration pendant 3 à 5 minutes dans :
o' Solution officinale de chlorure de fer, 5 à 20 secondes;
4*^ Lavage dans l'eau ;
T)* Alcool, huile, baume de Canada.
IjCS faisceaux élastiques sont colorés en bleu noir ou même en noir
(l) Lehrbuch der Histologie des Menschen. WicsbaJen, 1895. p. 322.
Fuchsine
Eau distillée
Alcool
Acide nitricjuc à 2;j 0/0
^rainines.
Hématoxyline
Alcool absolu
Eau
Solutiou de carbonate de lithine saturée à hoid. . . .
1 gramme.
20 ijrammes 20 " ')
1 gramme.
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foncé, le tissu restant bleu clair ou bleuâtre; les noyaux de tissu conjonctif etles cellules rondes sont également colorés. On peut encore employer le brun de Bismarck pour la double coloration.
Cette méthode ne réussit que pour colorer des coupes et non pas des pièces entières. L'alcool absolu, l'acide picrique et la liqueur de Flemming conviennent aussi pour durcir, mais le liquide de Muller est préférable ; il rend la décoloration plus facile.
III. — Méthode de Manchot
1" Durcissement dans le liquide de Muller ou dans l'alcool; 2° Coloration des coupes pendant 1/2 minute dans la solution concentrée aqueuse de fuchsine ; S** Lavage dans l'eau ;
4° Décoloration pendant i à 12 heures dans une solution aqueuse de sucre ayant la consistance de la glycérine, à laquelle on ajoute trois à quatre gouttes d'acide sulfurique ordinaire pour 10 cent, cubes ;
5° Inclusion des coupes dans la solution non acide de sucre. On enlève la celloïdine avant de colorer.
lY. — MÉTUODE d'Unna-Taenzer (très pratique) :
1° Durcissement dans l'alcool de préférence, ou même dans le liquide de Muller;
2° Coloration pendant 6 à 12 heures dans une solution de :
Ùrcéme ... 0 gr. 5 .
Alcool absolu 40 grammes.
Eau distillée 20 »
Acide hjdrochlorique 20 gouttes.
3" Décoloration par la solution de :
Acide hydrochloriqne concentré 0 gr. l.
Alcool à 95° 20 grammes.
Eau distillée 5 »
Y. — MÉTHODE DE Goldmann (également pratique) : i° Inclure dans la paraffme ;
2° Fixer la coupe sur une lame de verre, dissoudre la paraffme dans le xylol, ajouter de l'alcool absolu;
3° Baigner dans la solution alcoolique de cristal-violet, 24 heures ;
4° Décolorer par la solution de Weigert pour la coloration de la fibrine (contenant une quantité moindre d'aniline) ou dans celle de Strœbe pour la différenciation des cylindre axes.
Soudakewitsch colore pendant quelques minutes les préparations au Muller dans un mélange de solutions d'hématoxyline et de carbonate de lithine, puis décolore et colle dans le sesquichlorure de fer, eau, alcool, etc.
B. Cellules plasmatiques.
Méthode d'Unna. — Les pièces ont été durcies à l'alcool ; on peut aussi utiliser celles qui sortent de la solution alcoolique de sublimé.
1. On verse dans un verre de montre renfermant de l'eau d'aniline quelques gouttes de la solution suivante, pour les diluer dans 10 ou 100 volumes :
Colorer pendant 1/2 ou même 12 heures ; ' 2^* On déshydrate dans l'alcool absolu ; 3° On difTérencie dans la créosote ; 4° Xylol, baume de Canada.
Unna a également indiqué des méthodes permettant de difTérencier les cellules et la substance intercellulaire, tout en mettant en relief les cellules plasmatiques; avec celle au bleu de méthyle, il met simultanément en évidence les cellules plasmatiques rouges et les cellules plasmatiques bleues.
C. Microbes èjnphy tiques
L'étude des parasites de la peau réclame une technique spéciale, parce que les substances cornées ont, pour les couleurs basiques d'aniline, la même affinité que les microbes, qu'il est dès lors facile de les colorer avec excès et qu'elles se décolorent trop peu dans ce cas, tandis que les microbes subissent simultanément une trop forte décoloration.
Méthodes de dégraissage. — Elles sont nécessaires pour les motifs que nous venons d'indiquer.
1° On lave les pellicules dans l'alcool et l'éther, puis on les colore dans une solution alcoolique d'éosine et on les examine (même sans les avoir colorées) dans la lesssive de potasse à 33 0/0.
2° On peut aussi dégraisser les pellicules et la peau dans l'alcool et l'éther : on les colore dans la fuchsine à l'eau d'aniline, on lave dans l'alcool acide, on déshydrate dans l'alcool, et l'on examine dans le baume de Canada. On obtient une double coloration en traitant en outre par le violet de gentiane.
S'' Bizzozero frotte le couvre-objet sur la région qu'il veut examiner, le passe trois fois à la flamme et dégraisse ensuite dans l'alcool et l'éther, puis il colore dans l'aniline.
Examen des squames. — Après le dégraissage des pellicules, on les examine ainsi :
1° Au sortir de l'alcool, on les porte dans une goutte d'acide acétique à 50 0/0 ou dans la lessive de potasse à 10 0/0, où elles se gonflent, puis sur une lamelle, et l'on examine. Il est souvent préférable de les laisser se gonfler sur la lamelle dans l'acide acétique, d'évaporer celui-ci, de traiter la lamelle comme les préparations de microbes, puis de les colorer au bleu de Lœffler.
2** On peut également examiner les pellicules dans la glycérine colorée
Bleu de méthyle . .
Potasse caustique Eau distillée
\ gramme.
0 gr. 05.
100 grammes.
par le bleu de méthyle, où les microbes prennent une teinte bleue. MÉTUODE DE BoECK pour les champignons des plaques épidermiques : 1° Dégraissage des pellicules dans l'alcool et l'éther ; 2° Coloration pendant 1/2 à quelques minutes dans le bleu de méthyle
de Sahli :
Solution aqueuse de borax à 5 0/0 16 parties.
Solution aqueuse concentrée de bleu de méthyle.. . , 20 » Eau 24 »
3*^ Bain de 1/2 à 1 minute dans la solution aqueuse faible de résorcine (quelques grains de résorcine dans un verre de montre d'eau) ;
4° Lavage dans l'alcool de quelques minutes à 1 heure ;
5° Décoloration dans la solution faible de peroxyde d'hydrogène (cette décoloration est souvent utile) ;
6° Alcool. Xylol. Baume de Canada.
Voici comment Unna recherche les microbes : on écrase les pellicules humectées avec une goutte d'acide acétique entre deux lamelles, pour en faire une bouillie ; on sépare les lamelles, on sèche rapidement au-dessus de la flamme et l'on verse un mélange d'alcool et d'éther sur le porteobjet placé obliquement pour enlever la graisse. On colore par le bleu de méthyle boracique et on lave à l'eau. La décoloration est effectuée au moyen d'un des réactifs ordinaires, celui d'Unna par exemple.
Pour bien voir les parasites des teignes, il faut, d'après Sabouraud : \^ les examiner sans coloration; 2° avec une source éclairante très vive ; 3° en se servant d'un diaphragme très étroit. Il ne faut pas employer de colorant pour examiner les champignons. « Et les couleurs acides d'aniline (fuchsine ou
éosine au — ), les seules qui ne soient pas opaques et que Ton puisse employer, masquent le détail du parasite bien plus qu'elles ne le mettent en évidence. Les procédés de coloration, s'ils peuvent servir dans certaines conditions spéciales (photographie microscopique), sont absolument à proscrire dans les recherches ordinaires ».
Sabouraud procède comme suit. On sépare des poils ou des débris sur une lamelle, et, avec l'agitateur en verre, on dépose près d'eux une goutte de la solution de potasse à 40 0/0 d'eau. On recouvre le tout avec une lamelle, puis on chauffe la préparation avec précaution jusqu'à ce que la première bulle de TébuUition prenne naissance, et on la retire aussitôt. La préparation est prête pour l'examen.
§ VL — Muqueuses.
On durcit dans le liquide de Muller. Si l'on veut examiner l'épithélium, on porte la pièce dans le liquide durcissant aussitôt que possible, et on
rincliit dans la celloïdine. L'inclusion n'est pas nécessaire si l'on veut seulement examiner les dépôts recouvrant la muqueuse.
On colore dans les milieux ordinaires, oa fait la double coloration avec l'hématoxyline-éosine.
§ VIL — Estomac et intestin.
MÉTHODE d'HaYEM A l'aURAXTIA.
Elle permet de différencier d'une manière très nette les épithéliums glandulaires peptiques.
i° Coloration à l'hématoxyline ;
2° Décoloration suffisante par l'eau acétique légère;
3° Reprise par une solution de parties égales d'aurantia et d'éosine jusqu'à ton jaune rosé ; 4° Alcool ordinaire ; 5° Alcool absolu ; 6" Essence;
7° Xylol. Baume de Canada.
On durcira de préférence dans le liquide de Millier; le sublimé et, d'après Heidenbain, l'acide picrique sont également recommandables.
Lorsqu'on veut examiner les muqueuses stomacale et intestinale, il est nécessaire de mettre les pièces le plus tût possible dans le liquide conservateur. En ce qui concerne l'estomac, on répond à cette indication en le remplissant immédiatement après la mort de liquide de Millier, à l'aide d'un tube en caoutcbouc.
Les pièces destinées à être coupées seront incluses dans la celloïdine.
On les traitera par les colorants nucléaires ordinaires; on fera la double coloration à l'bématoxyline-éosine. Le liquide de Biondi-Ehrlich (cbap. viii), recommandé par Heidenbain, peut s'employer dans beaucoup de cas.
L'examen microscopique du contenu stomacal ou intestinal à l'état frais doit généralement être pratiqué après une dilution suffisante : il suffit d'en répartir, avec un fil de platine, une quantité très minime dans une goutte d'eau ou de la solution de sel marin. Pour séparer les diverses parties constituantes des matières fécales, on se sert de la centrifugation. Si le contenu stomacal ou intestinal est mélangé de sang, on retrouve souvent dans les masses noires des globules rouges qui assurent le diagnostic. Sinon, l'on recourt à la réaction de l'hémine.
On retrouve les éléments cellulaires, les débris alimentaires, etc., sans manipulations spéciales. Les grains d'amidon se caractérisent par la réaction de l'iode (chap. ix).
Pour examiner les microbes, on fait des préparations en frottis sur lamelles. Le colorant du contenu stomacal est la vésuvine qui pénètre les sarcines et les saccharomyces de la manière la plus manifeste ; pour le contenu intestinal, on emploie les solutions ordinaires d'aniline. Quand on recherche les microbes dans le contenu intestinal, il faut aussi le diluer fortement dans l'eau stérilisée.
Remarquons qu'il y a une série de microbes du contenu intestinal qui se colorent en bleu par la solution iodo-iodurée.
La recherche du bacille du choléra dans le contenu intestinal peut se faire en colorant directement les préparations en frottis sur lamelles. Mais il vaut mieux appliquer d'abord le procédé de Schottélius, et diluer le contenu intestinal dans son volume de bouillon alcalin, puis laisser reposer à l'air. Les bacilles du choléra se développent surtout à la surface, où il sera facile de les prélever en grand nombre.
§ VIU. — Foie et pancréas.
Le foie et le pancréas seront durcis de préférence dans le liquide de Millier. On recherche les processus dégénératifs des cellules hépatiques dans les préparations obtenues par grattage des pièces, et traitées par l'acide acétique ou l'acide osmique.
Mais, si l'on veut durcir les pièces et étudier les dégénérescences, on fera choix de la liqueur de Flemming ou du liquide de Marchi (voir plus loin, § IX).
Les préparations durcies au liquide de Mïiller seront colorées par le carmin aluné ou l'hématoxyline , ou encore par l'hématoxyline et l'éosine.
On inclut les tumeurs dans la celloïdine, car elles s'effritent facilement en coupes.
MÉTHODE DE BOEHM POUR LES CAPILLAIRES BILIAIRES I
1° Les fragments de foie, ayant au plus 1 centimètre, sont durcis pendant 72 heures dans un mélange de :
Solution de bichromate de potasse à 3 0/0 4 volumes.
Acide hyperosmique à 1 0/0 1 volume.
2" Porter pendant 24 à 48 heures dans la solution de nitrate d'argent à 0.75 0/0;
3° Laver dans l'eau distillée; 4° Durcir. Couper.
Les vaisseaux biliaires sont noirâtres sur fond jaunâtre.
MÉTHODE DE BOEUM POUR LE TISSU FASCICULE DU FOIE
1° Durcir les morceaux de foie, mesurant 1 c. c, dans une solution d'acide chromique à 1/2 0/0 pendant 48 heures ;
2" Les porter, pendant 72 heures, dans une solution de nitrate d'argent à 0.75 0/0;
3° Quelques heures dans l'eau distillée ;
4° Durcir consécutivement dans l'alcool. Couper.
Les faisceaux deviennent noirs.
On peut aussi mettre en évidence le stroma fasciculé après le durcissement par l'alcool.
MÉTHODE d'OpPEL.
1° Porteries morceaux, au sortir de l'alcool, dans une solution aqueuse à 10 0/0 de chromate jaune de potasse, pendant 24 heures;
2° Porter dans la solution de nitrate d'argent à 0.7o 0/0, dont on emploie 20 à 30 volumes ;
3° Renouveler la solution de nitrate d'argent au bout d'une heure d'abord, et au bout de 2 à 3 heures pour la seconde fois;
4° Après 24 heures, laver dans l'eau distillée ;
5° Alcool. Coupes.
L'inclusion dans la paraffine n'est pas recommandable, parce qu'elle rend les fragments trop friables.
§ //. — Appareil urinaire.
On fait le durcissement comme pour le foie et le pancréas ; le sublimé donne souvent aussi de bons résultats. Pour fixer les liquides albuminoïdes des glomérules et des canalicules urinaires, on emploie le procédé de fébullition : on porte dans l'eau bouillante des morceaux d'un certain volume pendant 1 à 2 minutes, puis on les durcit dans l'alcool fort. On atteint le même résultat par le durcissement dans l'alcool absolu et fin clusion dans la celloïdine. On examine les processus dégénératifs avec les mêmes procédés que s'il s'agissait du foie et du pancréas; pour toutes les recherches plus fines, finclusion dans la celloïdine est indispensable, afin de bien maintenir en place la partie active du parenchyme qui se désagrège facilement à l'état pathologique. On recourt ensuite aux colorants nucléaires.
Examen inicroscojnque de Vitrine. — On laisse reposer l'urine (ou bien on emploie l'appareil centrifuge), on enlève le sédiment avec une pipette, et on l'examine à l'état frais, ou après en avoir fait une préparation sur lamelle à sec. Cette dernière méthode convient surtout pour la recherche des microbes.
Bacilles de la tuberculose. — Ils sont en général très rares dans la tuberculose de l'appareil urinaire. On fait reposer l'urine, pendant 24 heures, si c'est possible, et on fait un grand noud^re de préparations sur lamelles sèches, de 6 à 10 et plus, d'après les méthodes connues. L'appareil centrifuge rend aussi des services. La méthode de Gabbet (chap. xi) est recommandable : elle est simple et certaine dans ses résultats. Il peut être utile, dans les cas douteux et importants, de colorer pendant ^\ heures à la température de l'étuve dans la fuchsine à l'eau d'aniline.
Diagnostic bactériologique de la tuberculose rénale (AYurtz) (1). La recherche microscopique est ne'gative dans les trois quarts des cas : il est très rare que les bacilles se trouvent en très grand nombre dans l'urine, en général ils n'y existent qu'à l'état d'unités isolées. Pour rendre plus facile cette recherche, on a proposé la sédimentation : on laisse dans un endroit frais ou dans une glacière les urines se déposer, après les avoir placées dans un vase conique; Meyer ajoute à l'urine du thymol, pour prévenir la décomposition du liquide. Au bout d'un jour ou deux, on fait des préparations avec le sédiment et l'on colore comme à l'ordinaire. On prélève de préférence les petits grumeaux d'aspect purulent. On a proposé de fdtrer les urines et d'examiner le dépôt resté sur le filtre : ce n'est pas un bon procédé.
Le procédé de choix est la centrifugation. On centrifuge rapidement les urines clairées: les urines purulentes sont traitées par la méthode de Biedert (voir la préparation du bacille de Koch); les urines riches en urates sont additionnées d'une certaine quantité d'une solution d'acide borique et de borax (Wendriner : solution saturée de borax et d'acide borique 4 partie, urine 4 partie), et on les soumet à la centrifugation. Von Fritsch ajoute à l'urine 10 cent, cubes d'albumine d'œuf, additionnée de trois fois son volume d'eau distillée ; on agite et on chauffe jusqu'à coagulation de l'albumine ; on recherche le bacille dans le sédiment floconneux; la coloration du bacille est un peu plus difficile. Quand le précipité muqueux de sédimentation est très peu abondant, on ajoute de l'alcool à parties égales au sédiment, et on centrifuge (Hallé).
La méthode de l'inoculation intrapéritonéale au cobaye est plus expéditive, donne d'excellents résultats, mais elle peut échouer dans les cas d'infection mixte. Il est vrai que les urines contenant des bacilles de Koch présentent rarement, chez les malades non traités, d'autres bacilles ; aussi Wurtz n'a-t-il vu mourir de septicémie aucun des animaux inoculés. Mais, chez les malades sondés, il y a souvent d'autres microbes (B. coli). Il suffit du reste, pour être édifié, de faire cinq ou six préparations de l'urine avant de pratiquer l'inoculation.
« En général, on ne trouve dans la tuberculose rénale que des globules de pus avec ou sans bacilles. Mais il est impossible, sur un simple examen bactériologique, de localiser le processus tuberculeux à tel ou tel point des voies d'excrétion urinaire. »
Recherche des éléments cellulaires. — Il est fréquemment utile de diluer (1) Pv. Wurtz. Précis de bactériologie, Paris 1895, p. 272.
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le sédiment dans l'eau ou la solution de sel marin; l'addition d'acide acétique fait mieux ressortir les cellules; on les met encore en évidence en introduisant par un bord du couvre-objet une goutte de bleu de méthyle de Loeffler.
Pour conserver les préparations, on passe les lamelles dans la flamme et on colore avec le bleu de Loeffler ou le brun de Bismarck.
Cylindres urinaires. — L'examen en est rendu plus facile quand on dilue considérablement le sédiment dans la solution iodo-iodurée ayant une coloration jaune vineux.
Les cylindres peuvent être très peu apparents, soit à cause des granulations d'urates et de pliosphates dont ils sont tapissés, soit à cause de leur extrême pâleur. Il suffit alors de faire passer sous le couvre-objet un peu d'uue solution concentrée d'acide nitrique qui décompose les urates en précipitant des cristaux d'acide urique et colore les cylindres en jaune i^Legrain).
Pour les cylindres des urines renfermant une grande quantité do mucus (né phrite suppurée), on en fait l'examen dans une goutte de sel marin.
Les cylindres fibrineux réagissent sous l'action de la liqueur de Weigert.
Les cylindres brillants cireux se colorent en rouge vif par le carmin ; l'acide osmique leur donne une teinte brun foncé analogue à celle d'une solution concentrée de sépia, sans rien enlever à leur réfringence.
Conservation des cylindres. — 1" On lave le sédiment dans la solution physiologique de sel marin, puis on le traite par la liqueur de Millier qu'on renouvelle trois à quatre fois dans l'espace de deux semaines; on décante, on durcit dans l'alcool absolu qu'on renouvelle jusqu'à ce qu'il reste clair (Bohland).
2° Cornil et Ranvier ajoutent à 1 cent, cube de sédiment urinaire placé dans un tube à essai un volume égal d'une solution d'acide osmique au 100''. Après 24 heures, ils remplissent ce tube avec de l'eau distillée. Les cylindres sont fixés, coagulés et colorés en brun noirâtre. Les préparations pourraient être conservées.
Sang urinaire. — On reconnaît, en général, le sang à l'examen microscopique direct, parce qu'on retrouve au moins un certain nombre de globules rouges ayant conservé leurs caractères et assurant le diagnostic. Pour les cas douteux, on dispose de la réaction de l'hémine.
Cristaux. — On les recherche dans le sédiment à l'état frais.
Urate acide de soude : il est amorphe et forme, étant en grande quantité, le sédiment brique.
L'acide urique pur aftecte surtout la forme de tablettes rhomboédriques ou eflilées.
U urate cV ammoniaque se développe pendant la décomposition de l'urine et forme des cristaux en pomme épineuse.
Oxalate de chaux : formes sphériques ou en biscuits. Bilirubine : amorphe et tablettes rhomboédriques jaunâtres.
(7î/s^î/ie ; tablettes hexagonales régulières. Tyrosine : aiguilles en faisceaux. Leucine : sphères.
$ X. — Examen de l'appareil respiratoire et des crachats.
On durcit de préférence dans le liquide de Millier, ou, si l'on veut examiner la fibrine et les microbes, dans l'alcool. On opère un durcissement rapide dans la glycérine gommée (chap. m).
Pour fixer les liquides de l'œdème inflammatoire, on fait bouillir (chap. m) et l'on durcit dans l'alcool fort. Dans tous les cas où il s'agit d'un contenu anormal des alvéoles pulmonaires, finclusion à la celloïdine est indiquée.
On colore dans les milieux nucléaires ordinaires ; les méthodes spécifiques pour la recherche de microbes, et celle de Weigert pour la fibrine, sont également applicables.
Examen des crachats.
On examine les crachats avec ou sans dilution dans la solution de sel marin, mais il n'est généralement pas nécessaire de les diluer. On ne perdra pas de vue qu'ils sont mélangés de cellules provenant de la bouche et du pharynx, et fréquemment de débris alimentaires.
Outre les corpuscules salivaires^ \q?> èpithèliums parvimenteux de la boucheries cellules rondes et muqueuses^ on y rencontre aussi de grandes cellules^ semblables à celles de l'épithélium, mais d'une forme plus arrondie. Elles ont un grand noyau vésiculeux et ne doivent pas être prises dans tous les cas pour de l'épithérum alvéolaire desquammé ; elles contiennent aussi du pigment et se présentent souvent dans la bronchite simple.
Le pigment et les cellules à granulations jiigynentair es des crachats peuvent avoir une origine hémorragique et surtout provenir des stases de la petite circulation déterminées par une insuffisance mitrale ; à côté du pigment, il y a souvent aussi des globules rouges.
Mais, dans le plus grand nombre de cas, il s'agit d'espèces de pigments qui ont pénétré dans les poumons avec l'air atmosphérique. Ces variétés — nous en exceptons celle de la sidérose — ne donnent pas la réaction du fer avec le ferrocyanure de potassium et l'acide chlorhydrique; de plus, elles sont généralement noires, alors que le pigment sanguin est rouge brun. Mais cette simple différence de couleur ne suffît pas pour le diagnostic.
Les excréta fibrineux des bronches se reconnaissent le plus souvent à l'œil nu par leur forme caractéristique.
Les cristaux de Vasthme constituent des octaèdres longs et très pointus.
Les spircdes de Curchsmann sont des formations rubanées, enroulées en spirale, ayant une bande centrale plus claire.
Réaction colorante de la mucine.
[Schmidt différencie les crachats pneumoniques des crachats bronchitiques par la méthode suivante :
« Du crachat à examiner, on prend gros comme un pois que l'on met dans un tube à réactif ordinaire. Ce tube est rempli à demi d'une solution alcoolique sublimée à 2 1/2 0/0; on agite jusqu'à formation de grumeaux très fins (temps variable, moins long si l'on a affaire à des crachats pneumoniques ou à des exsudats franchement purulents, beaucoup plus long s'il s'agit d'exsudats bronchitiques ou trachéaux). Puis on laisse reposer de deux à trois minutes. On décante avec précaution, puis on traite les grumeaux avec l'eau distillée dont on remplit le tube aux deux tiers ; on colore au moyen de trois gouttes du réactif triacide d'Ehrlich Biondi (1 sur 30 eau distillée). On laisse reposer pendant environ six minutes, on décante, on décolore à nouveau par une légère quantité d'eau distillée, puis enfin on décante une dernière fois » (1).
Les crachats des pneumoniques sont toujours colorés en rouge (présence de l'albumine) ; les crachats muqueux, au contraire, prennent une teinte verte, bleue ou intermédiaire, niais jamais franchement rouge.]
On peut aussi diffëreucier la mucine de l'albumine des crachats par la méthode de Zenoni : on étale sur lamelle, on porte un quart d'heure dans l'alcool, puis on colore par la solution aqueuse de safranine légèrement concentrée. Lorsqu'il y a beaucoup de mucus, la pre'paration devient jaune ; elle est rouge dans ïe cas de pneumonie. La réaction reste nette alors que de nombreuses cellules la masquent macroscopiquement.
Les cristaux d'acides gras se rencontrent dans la bronchite putride, dans la gangrène pulmonaire dans l'abcès pulmonaire et dans les cas de cavernes.
Les crachats montrent également les microorganismes les plus divers.
On recherchera de préférence les bacilles de la tubercidose et les fibres élastiques dans les petits grumeaux (nous avons parlé de la sédimentation des crachats au chapitre xi). On fera des préparations des bacilles de la tuberculose sur lamelles séchées. Pour les fibres élastiques, on ajoute à la préparation des crachats frais i 0/0 de lessive de potasse, ou bien l'on fait bouillir les crachats avec 10 0/0 de cette lessive, on laisse reposer pendant 12 à 24 heures, et l'on examine le sédiment.
Lorsqu'on veut répartir les bacilles d'une manière uniforme, on étend les crachats dans une solution plus ou moins concentrée de borax, on agite et on examine le lendemain.
(l) TiuELEN. Les réactions colorantes des crachats [Journ. de méd. de Bruxelles^ n» 9, i894).
Numération des bacilles dans les crachais. — On dilue les crachats dans un ou deux volumes delà solution de borax et l'on agite le mélange. On en prélève, au moyen d'une pipette d'une Contenance de 1 à 10 cent, cubes et divisée en 100 ou 200 parties égales, une certaine quantité, et on en dépose 0,01 cent, cube sur un couvre-objet. Après coloration, on détermine le nombre de bacilles par champ (Eberth).
Voici le mode de notation préconisé par Ritter : j = i bacille par champ ; 1 1
— , — = respectivement 3 et 10 bacilles par champ.
Préparation des lamelles en grand nombre. — On l'effectue à l'aide de l'appareil de Hofmeistcr, qui permet de chauffer et de faire bouillir les bains colorants dans lesquels on peut déposer un grand nombre de lamelles ; on peut aussi se contenter d'y prolonger leur séjour.
§ XL — Examen du système nerveux central.
La conservation et le durcissement des pièces du système nerveux central sont presque exclusivement pratiqués dans le liquide de Millier. Le durcissement complet de la moelle demande trois à quatre mois, celui du cerveau, de quatre mois à un an, mais il peut être accéléré par le séjour à l'étuve. La conservation dans le liquide de Millier peut être prolongée pendant plusieurs années, surtout si, après durcissement, on dilue ce liquide dans son volume d'eau. Les morceaux doivent être portés dans le liquide conservateur aussi rapidement que possible.
On a souvent recommandé de commencer le durcissement dans le liquide de Mïiller, non de concentration ordinaire, mais dans une solution de 1 0/0 de chromate double de potasse.
Lq durcissement dans le ïiqiiide de Flemminr/ mérite la préférence lorsqu'on veut étudier les processus dégénératifs du tissu nerveux (voir au chap. m les détails de ce procédé).
La fixation dans le Flemming réclame de cinq à huit jours, on lave alors avec soin. La solution saturée à chaud de sublimé, 7,5 0/0, additionnée de la solution physiologique de sel marin, fournit aussi de bons résultats. Après un séjour de 24 à 36 heures, la pièce est lavée dans l'eau avec soin, puis plongée dans l'alcool et incluse.
Les méthodes de coloration du système nerveux les plus employées sont celles de Gerlach, de Golgi, de Weigert et de Pal.
Les processus dégénératifs les moins marqués sont surtout bien mis en évidence par la
MÉTHODE DE MaRCUI.
1" Conserver les fragments aussi petits que possible, pendant huit jours, OU plus longtemps, dans le liquide de Millier;
2" Les porter, pour six à huit jours, dans le mélange de :
Liquide de Muller 2 parties.
Acide osmique il l 0/0 l partie.
3° Laver soigneusement à l'eau;
4° Durcir dans les alcools de concentrations croissantes; 5" Inclure dans la celloïdine.
On évitera de déchirer les pièces en les enlevant du cadavre.
Les parties dégénérées sont noires, les autres gris clair.
On peut faire une coloration complémentaire avec le carmin, et de préférence avec le carmin lithiné (5 O/Oi. La coloration dure plusieurs heures. La méthode de Weigert réussit aussi, alors que les préparations ont séjourné assez longtemps dans le liquide de Millier.
Les iwèimrations "par dissociation de pièces fraîches de système nerveux central ne peuvent être obtenues que difficilement et d'une manière incomplète ; mais elles deviennent faciles après un séjour de 3 à 8 jours dans le liquide de Muller.
On coupe des petits morceaux de 1/2 centimètre et on emploie, surtout pour les cellules ganglionnaires, les liquides isolants : Alcool à 33°, 1 à 2 semaines; 2" Acide chromique de 0.5 à 1 0/0 d'eau, 3 à 5 jours; 3" Solution à 1 0/0 de bichromate de potasse, 2 semaines ; 4° Acide osmique à 1 0/0, 24 heures.
En imprimant des secousses à la préparation, on arrive aisément à isoler les cellules qu'on peut colorer et monter dans la glycérine.
Coloration des préparations fraîches. — On recouvre la préparation dissociée placée sur le porte-objet et séchée, d'une solution de bleu de méthyle à 0,5 0/0, on lave dans l'alcool absolu, puis dans le xylol, et on monte dans le baume de Canada.
Les préparations humides seront colorées par le carmin ammoniacal, l'hé matoxyline, le brun de Bismarck ou la solution faible d'iode (Eberth).
Méthodes de coloration du système nerveux central.
Il existe toute une série de colorants du système nerveux central : colorants nucléaires simples, colorants des cylindraxes et colorants des gaines de myéline.
II. Coloration des cellules ganglionnaires
Méthode de Nissl. — H y a deux méthodes, également bonnes, du même auteur.
Méthode a :
1° Durcissement dans les alcools de concentrations croissantes (les morceaux doivent avoir environ 1/2 centimètre d'épaisseur);
2° Coloration des coupes dans la solution aqueuse concentrée de fuchsine, qu'on chauffe jusqu'à dégagement de vapeurs ;
3° Lavage dans l'alcool absolu, 1 à 2 minutes ;
A"" Éclaircissement dans l'essence de girofle jusqu'à ce qu'elle ne prenne plus la couleur ;
5° Baume de Canada.
Méthode h : ^ i° Durcir comme en a ;
2° Colorer dans le bleu de méthyle à 0.5 0/0, chauffé jusqu'à ébullition; 3° Laver, après refroidissement, dans le mélange de :
Huile d'aniline 20 grammes.
Alcool à 90° 200 »
jusqu'à ce que la coupe ne cède plus de couleur et qu'on distingue nettement la différence entre les substances blanche et grise ;
A"" Porter la coupe sur le porte-objet, la sécher avec du papier buvard, et la recouvrir d'une goutte d'huile d'origan, qu'on laisse aussitôt couler;
5** Sécher avec du papier-filtre, et enlever le reste d'huile d'origan avec la benzine ;
6° Recouvrir la coupe avec une solution de colophane dans la benzine, à laquelle on donne, par évaporation, la consistance du baume de Canada dilué ;
7° Passer à la flamme, où brûle la colophane benzinée;
8° Placer le couvre-objet et chauffer légèrement jusqu'à ce que la colophane benzinée remplisse tout l'espace compris entre le porte-objet et le couvre-objet.
Métuode de van Gieson
C'est la plus simple et la plus sûre pour mettre en évidence les cylindraxes qui deviennent rouge brunâtre; la gaine de myéline est jaune, les noyaux rouge bleuâtre, la névroglie rouge, les cellules ganglionnaires et leurs prolongements rouges : les tissus sclérosés sont d'un rouge brillant. Ce procédé peut être d'autant mieux considéré comme une méthode universelle qu'il différencie les éléments plus sûrement et plus nettement que le carmin, dont l'usage a diminué dans ces dernières années.
On l'applique après le traitement à l'alcool, mais avant tout, après
l'emploi du liquide de Millier avec lequel la différenciation et la coloration jaune des gaines de myéline sont mieux marquées.
Coloration des cylindraxes au carmin neutre
Elle donne souvent de bons résultats. On réussit fort bien si on laisse séjourner les coupes pendant un temps suffisant, pendant 24 heures. Le carmin neutre colore les cylindraxes, les cellules ganglionnaires et la substance intercellulaire. Les parties dégénérées prennent une coloration rouge vif.
Le temps nécessaire à la coloration varie avec l'âge de la préparation ^ le durcissement, etc. On peut l'accélérer et la rendre plus intense en plaçant les coupes dans la solution à 0.01 pour oO de chlorure de palladium, et ensuite dans le carmin. On l'accélère également par la chaleur. Quand on en a le temps, on fera la coloration prolongée dans les solutions faibles.
Les cellules ganglionnaires se colorent bien dans le carmin neutre,, surtout si elles ont été soumises, pendant 24 heures, à l'action d'une solution rose clair.
Coloration des cylindraxes au carmin boracique
Les coupes séjournent plus longtemps dans la solution colorante. La durée générale du bain ne peut être indiquée, elle est de 1/4 d'heure à plusieurs heures. Traitement subséquent par l'alcool chlorhydrique (v. chap. viii). Le cylindraxe, le tissu conjonctif, les noyaux des cellules, ganglionnaires et les formations nucléées se colorent.
On obtient des résultats analogues avec le carmin lithiné qu'on emploie de la même façon.
Le carmin est un agent de coloration excellent du système nerveux; il peut être appliqué pour presque tous les cas. Mais on ne doit employer que des solutions faibles. Le carmin ammoniaque se bonifie en vieillissant, pourvu qu'il soit couvert et filtré de temps en temps. On aide à sa conservation en y ajoutant quelques brisures de camphre. Les pièces doivent durcir dans un liquide de bichromate de potasse; elles sont lavées soigneusement dans l'eau distillée ou ayant bouilli (Mercier).
Voici les procédés les plus pratiques :
MÉTHODE DE GehLAGH AU CARMIN-.VMMONCAQUE .
1° La coupe, lavée à l'eau distillée, est baigne'e pendant 12 à 24 heures dans la solution suivante :
Carmin pur et finement pulvérisé ) ^ ^ partie
Liqueur ammoniacale caustique j P
Eau distillée 50 à 100 parties.
Mêler, exposer 1 jour à l'air pour faciliter l'évaporation de l'ammoniaque.-
Filtrer et couvrir la solution ; la renouveler lorsqu'elle se couvre de moisissures ;
2° Lavera l'eau distillée tant qu'elle se colore en rouge;
3° Baigner pendant 20 à 60 minutes dans l'eau acétique (30 gouttes pour 300 à 500 centimètres cubes d'eau distillée) ;
4° Laver la coupe dans l'eau distillée, la placer sur le porte-objet et la déshydrater ;
5° Baigner dans l'alcool, 20 minutes. Essence de girolle. Baume de Canada.
Ce liquide colore le protoplasma et les noyaux des cellules, les cylindraxes, et faiblement la névroglie.
Il laisse les gaines de myéline intactes et ne colore pas les éléments graisseux et muqueux. Les tissus dégénérés sont aussi mis en relief.
4. Coloration des cylindraxes a la cochenille alunée, méthode de Czokor.
Cochenille 1 gramme.
Alun { »
Eau 100 cent, cubes.
On fait bouillir jusqu'à réduction de moitié. Colorer pendant 24 heures. Laver à l'eau.
Les noyaux prennent une coloration violette, les cylindraxes une teinte plus rouge.
Coloration au carmin des cylindraxes, méthode de Schmaus
1° Durcissement dans le liquide de Mûller (sans lavage consécutif] ; 2° Durcissement complémentaire dans l'alcool, à l'abri de la lumière; 3^ Coloration dans une solution, obtenue par ébullition pendant une demi-heure et filtrée à froid, composée de :
Carminate de soude 1 gramme.
Nitrate d'urane 0 gr. 5.
Broyer et dissoudre dans :
Eau 100 grammes.
4'' Lavage à l'eau, etc.
Le même auteur recommande aussi la coloration des cylindraxes dans une dilution bleu noir (0.25 p. 100 d'alcool à 50''), additionnée d'une petite quantité d'acide picrique. Colorer pendant i heure. Layer à l'eau.
6. Coloration des cylindraxes au bleu d'aniline, Méthode de Strœ;be.
Pour colorer en même temps les cylindraxes et les gaines de myéline, Ciaglinski^ après coloration préalable à la safranine et lavage à l'eau, traite par la solution de bleu d'aniline et lave à l'eau. Strœbe a modifié cette méthode en faisant, après la coloration à l'aniline, le lavage non pas •dans l'eau, mais dans l'alcool alcaliné. Voici son procédé.
1° Durcissement dans le liquide de Millier ;
2° Coloration dans la solution aqueuse saturée de bleu d'aniline, une demi-heure à une heure ;
3° Lavage à l'eau des coupes colorées en bleu noir ;
-4° Dépôt dans un récipient contenant de l'alcool additionné de 20 à 30 gouttes d'alcool caustique à 1 0/0 (potasse caustique 1, alcool 100; laisser reposer 24 heures, filtrer) jusqu'à ce que la coupe soit d'un rouge brun clair et transparente. Il faut en général une à plusieurs minutes ;
5° Lavage des coupes dans l'eau distillée pendant 5 minutes : elles redeviennent bleu clair ;
6" Coloration de contraste pendant un quart d'heure ou une demi-heure dans la solution saturée de safranine, diluée dans son volume d'eau ;
7° Lavage, déshydratation dans l'alcool absolu. Xylol, baume de Canada.
1° Durcissement soigné dans le liquide de Muller; 2° Coloration des coupes, de 10 minutes à plusieurs heures, dans le mélange de :
3" Lavage à l'eau ou à l'alcool jusqu'à ce que la substance grise tranche par sa teinte claire sur la coloration bleu foncé de la substance médullaire ;
4° Éclaircissement dans l'huile de cèdre. Baume de Canada.
Les gaines médullaires sont bleu foncé, les cellules ganglionnaires bleu verdâtre, et les noyaux de névroglie bleus. La méthode est surtout indiquée pour la recherche simultanée des microbes. Les préparations ne se conservent pas indéfiniment.
Coloration a l'or des cylindraxes. Méthode de Freud.
Les cylindraxes prennent urc coloration isolée.
1° Durcissement dans le liquide de Muller;
2° Coloration pendant 3 à 5 heures dans une solution de :
Métuode de Sauli.
Solution aqueuse saturée de bleu de méthyle
Eau distillée
Solution de borax à 5 0/0
21 grammes.
Solution de chlorure d'or à 1 0/0.
Alcool à 950
3° Lavage à l'eau ;
4° Séjour de 2 à 3 minutes dans :
à parties égales.
Lessive de soude Eau distillée
1 gramme.
6 grammes.
5" Lavage à l'eau ;
6° Solution d'iodure de potassium à 10 0/0, o à 15 minutes ; 8° Lavage. Alcool. Baume de Canada.
La méthode à l'or de Freud ne réussit pas toujours. Les cylindraxes ont une coloration allant du bleu sombre au rouge sombre.
Souvent aussi une partie des gaines de myéline se colore en même temps. Les manipulations doivent être pratiquées avec des aiguilles en verre.
Il y a beaucoup de modifications de la méthode à l'or. Cohnheim^ qui employait d'abord la méthode pour colorer les nerfs de la cornée, portait les coupes dans une solution de chlorure d'or à 0.5 0/0, et ensuite, pour quelques jours, dans l'eau acidifiée par l'acide acétique.
Voici en quoi consistaient les modifications, si nombreuses, qui ont été recommandées dans la suite :
a) La solution est beaucoup plus diluée et les coupes y séjournent plus longtemps.
h) On emploie du chlorure d'or et de potassium ou du chorure d'or et de sodium, au lieu du chlorure d'or seul.
c) On renouvelle la solution de chlorure d'or.
d) On opère la réduction non plus par facide acétique, mais par l'acide chlorhydrique, par l'acide formique ou par l'acide tartrique.
C'est avec les préparations fraîches, non durcies, que cette méthode fournit les meilleurs résultats.
1" Durcissement pendant quatre à six mois dans la solution, souvent renouvelée, de bichromate de potasse dans l'eau distillée à 1 0/0 au début, à 2 0/0 dans la suite, de préférence à l'abri de la lumière ;
2° Lavage aussi rapide que possible des coupes durcies dans feau distillée.
Bain de deux à trois jours d'alcool à 50 0/0, souvent renouvelé et obtenu par dilution de l'alcool absolu ;
3° Bain d'alcool à 93° obtenu également par dilution de l'alcool absolu jusqu'à ce que les coupes aient une coloration nettement verte : il faut généralement deux à quatre semaines ;
4° Éventuellement, inclusion dansla celloïdine. Confection des coupes;
5° Coloration des coupes, pendant 2 heures, dans une solution de :
MÉTHODE d'UpSON.
Chlorure d'or
Eau distillée
Acide chlorhydrique
1 gramme.
100 grammes.
6° Lavage des coupes dans l'eau distillée ;
EXAMEN DES TISSUS ET DES ORGANES IGl
1" Dépôt pour une demi-minute dans la solution de potasse à 10 0/0 ; 8° Lavage à l'eau ;
9° Réduction dans la solution préparée extemporanément de :
Acide sulfurique 5 centimètres cubes.
Teinture d'iode à 3 0/0 10 à i5 gouttes.
Mêler et ajouter :
Liqueur de chlorure de fer 1 goutte.
10° Lavage dans l'eau, aussitôt que la coupe a une coloration rouge rosé ;
11" Alcool, huile de cèdre, baume de Canada.
Les coupes seront conservées à l'abri de la lumière. Toutes les manipulations doivent être faites avec l'aiguille de platine ou de verre ; on évite le contact des objets métaili([ues.
Coloration des cvlindhaxes a la nigrosine.
1° Colorer les coupes, 5 à 10 minutes, dans une solution concentrée aqueuse de nigrosine ;
2" Décolorer dans l'alcool dilué, puis dans l'alcool absolu; 3" Huile d'origan, baume de Canada.
La méthode à la nigrosine se recommande par sa simplicité; elle fournit de bonnes vues d'ensend)le, surtout des foyers de dégénérescence.
Métuodk DE Weigert a l'uématoxyline
1° Durcissement dans le liquide de Miiller;
2" Durcissement complémentaire dans l'alcool sans lavage préalable dans l'eau ;
3" Inclusion dans la celloïdine ;
4" Dépôt du bloc de celloïdine et de la pièce pour 24 à 58 heures dans une solution saturée d'acétate de cuivre dilué dans son volume d'eau; o° ^4 lieures dans l'alcool à 70" ; 6" Confection des coupes ;
7" Coloration, pendant 15 à ^0 minutes ou même 2i heures, dans la solution composée tle :
Ilématoxylinc 1 gramme.
Alcool absolu 10 grammes.
Solution saturée de carbonate de lithinc 1 centimètre cube.
Eau distillée 60 grammes.
S" Lavage dans une grande quantité d'eau ; 0° Décoloration partielle dans une solution de :
Biborate de soude 4 grammes.
Ferricvanure de I)ota^sium 5 »
Eau dislillée 200 »
La durée do la décoloration est indéterminée, la substance grise doit être jaune net;
10° Lavage à l'eau ;
11° Déshydratation dans l'alcool absolu ; 12° Éclaircissement dans le xylol ; 13° Montage dans le baume au xylol.
Les morceaux durcis dans le liquidede Miiller doivent encore être bruns. Ils ne doivent pas devenir verts dans l'alcool. Sinon, on les porterait pour quelques minutes ou pour plus longtenqDS dans la solution d'acide chromique à 1/2 0/0, pour les laver ensuite superficiellement et les traiter par le colorant. On peut porter à nouveau les pièces pour quelque temps dans le liquide de Millier.
La méthode de Weigert fournit des figures très nettes : les gaines de myéline ont une coloration d'un noir bleu foncé ; les parties dégénérées sont claires, et le sont d'autant plus que les fibres nerveuses ont disparu. Les restes de substance myélinique, qui demeurent après la destruction des faisceaux nerveux, prennent souvent encore la couleur.
La durée de la coloration dans l'hématoxyline est très variable. Les coupes de moelle médullaire se colorent souvent déjà après 15 à 30 minutes. Pour les coupes de l'écorce du cerveau, il faut parfois 24 heures, et il est même nécessaire de les mettre pendant une partie de ce temps à l'étuve. Si l'on sorties coupes trop rapidement du bain colorant, il n'y a qu'une partie des faisceaux qui se colore, ce qui peut donner lieu à des méprises.
Il est souvent utile d'opérer lentement la décoloration : pour cela, on dilue à 1/2 ou au 1/ i la solution de ferrocyanure de potassium. Sitôt que la préparation sera éciaircie dans l'huile d'origan, on l'en sortira pour éviter la décoloration.
Si l'on voulait colorer la pièce d'après une autre méthode, on en couperait un morceau avant de porter le bloc de celloïdine dans la solution de cuivre. Mais on peut aiissi^ au lieu de le faire pour toute Ia2nèce^ traiter cT abord des coiq)es 2Mr cette solution cuprique.
MÉTHODE DE Weigert sans différenciation
Weigert a modifié comme suit le procédé de coloration de gaines de myéline.
1° Durcir comme dans la méthode précédente ; 2° Porter dans un mélange de :
Solution d'acétate de cuivre satui'ée
Solution de sel de Seignette à 10 0/0...
i24 heures à l'étuve; 3° Porter dans le mélange composé de :
ana.
Solution saturée d'acétate de cuivre Eau
ana.
24 heures à l'étuve; Colorer dans une solution de :
Hématoxyline Alcool absolu
1 gramme.
10 cent, cubes.
Solution saturée de car! onatc de lithinc Eau distdlée
On la prépare en ajoutant la lithine à la solution alcoolique d'hématoxyline ; 5° Laver à l'eau ; G"Éclaircir dans le mélange de :
Les coupes peuvent être portées dans ce mélange au sortir de l'alcool absolu ;
7" Monter dans baume de Canada au xylol.
Si la celloïdine est trop fortement colorée, on porte les coupes, après coloration, dans l'acide acétique à 1/5 0/0 ; lorsque les coupes présentent un excès de coloration, on peut enqjloycu' aussi la méthode de décoloration sus-indiquée au ferrocyanure rouge de pcjtassium.
C'est une modification très pratique de celle de Weigert. i° Durcir dans le liquide de Miiller, etc. ;
2° Colorer dans la solution d'hématoxyline de Weigert, 24 à 48 heures, ou pendant une heure à la température de l'étuve;
3" Laver dans l'eau additionnée de 1 à 2 % de la solution de carbonate de lithine : les coupes doivent avoir une coloration l)leu foncé ;
4° Porter les coupes dans une solution à 0,25 0/0 de permanganate de potasse, 20 à 30 secondes, jusqu'à coloration jaune de la suljstance grise ;
5° Les traiter pendant quelques secondes par la solution de :
Xylol
Huile d'aniline
2 parties.
1 partie.
Mktuode di: Pal
Acide oxalique pur. . Sulfure de potassium Eau distillée
1 gramme.
200 grammes.
()" Laver soigneusement à l'eau ;
7° Alcool, xylol, baume de Canada.
La méthode présente cet avantage de rendre les manipulations beaucoup plus rapides ; elle fournit des figures très nettes et convient fort bien pour la double coloration, parce que le tissu intermédiaire des faisceaux nerveux est complètement décoloré. On pratique la coloration complémentaire de préférence avec le picrocarmin ou le carmin boracique (1).
Modification de vassale a la méthode de weigert
i° Durcissement dans le liquide de Miiller. Durcissement complémentaire dans l'alcool ; 2° Coloration, 3 à o minutes, dans :
Hématoxyline 1 gramme.
Eau (solution faite à chaud) 100 grammes.
3° Solution saturée, filtrée, d'acétate de cuivre, 3 à 5 minutes ;
4° Lavage rapide à l'eau;
5° Dépôt dans la solution de :
Borax 2 grammes.
Ferricyanure de potassium 2 gr. 5.
Eau 300 grammes.
6° Lavage soigné à l'eau ;
1° Alcool, xylol carbolique (3:1), baume de Canada.
Pour réussir, on se sert d'une solution fraîche d'hématoxyline.
Méthode de Kulsciutzky
A. Procédé primitif.
1° Durcissement dans le liquide de Miiller, ou mieux dans le liquide d'Erlicki (1 à 2 mois dans ce dernier, durcissement complémentaire dans l'alcool) ;
2° Coloration, 18 à 24 heures, dans la solution suivante, légèrement acidifiée par l'acide acétique avant de s'en servir :
Ilématoxjdine (dissoute dans l'alcool absolu Q. S.).. 1 granmie.
Solution saturée d'acide borique 20 cent, cubes.
Eau distillée 80 »
3° Lavage dans l'alcool.
Au début, la solution de Kulschitzky est jaune : au bout de 2 à 3 semaines, elle devient rouge vif ; elle est alors à point. Avant de s'en servir, on ajoute au contenu d'un verre de montre quelques gouttes d'acide acétique. Les faisceaux nerveux myéliniques sont exclusivement colorés en bleu intense, tout le reste est incolore ou prend une teinte légèrement jau-
(1) Ballet colore en une demi-heure en plongeant la coupe dans la solution d'hématoxyline à 40** ou 430 et ensuite dans la solution d'acétate de cuivre ou d'acide osmique. Il suit, pour le reste, la technique de Pal.
ûûtre. La coloration devient magnifique après un séjour de 24 lieures dans la solution saturée de carbonate de soude ou de lithine.
B. Procédé modifié.
1° Coloration pendant 1 à 3 heures, rarement 24 heures, dans :
Hématoxyline dissoute dans l'alcool absolu i gramme.
Acide acétique à 2 0/0 100 grammes.
2° Décoloration (en général pendant 2 à 3 heures) dans :
Solution saturée de carbonate de lithine 100 centimètres cubes.
Solution à 1 0/0 de ferricyanure de potassium 10 » »
3° Lavage complet à l'eau.
On peut obtenir une coloration tout à fait analogue par un autre procédé. On cuit 2 granmiesde carmin (ou plus) dans 10 grammes d'acide acétique à 10 0/0 pendant 1 â 4 heures ; on fait séjourner les coupes dans cette solution de 2 à 4 heures, puis on les passe directement dans le liquide décolorant sus-indiqué.
Procédé d'Exner
Les morceaux doivent être eidevés du cadavre le plus tôt possible après la mort, mais la méthode réussit encore 12 heures après. On prend des morceaux de cerveau ou de moelle, de 1/ 2 centimètre au plus, qu'on porte aussitôt dans la solution d'acide osmique à 1 0/0, dont la ([uantité excède dix fois le volume (h; la i)ièc('. On renouvelle l'acide osmique au bout de deux jours. Le cinquième ou le sixième jour, les morceaux sont lavés dans l'eau et coupés directement après collage sur bouchon ou après inclusion. Les coupes sont immédiatement portées dans la glycérine ; on met sur le porte-objet une goutte d'eau ammoniacale i liqueur ammoniacale caustique 1, eau 50).
Les tibres nerveuses à myéline ont une coloration grise et môme noire; les préparations ne se conservent pas.
Méthode d'Adamkiewicz
Cet auteur a attiré l'attention sur une propriété de la safranine qui colore en rouge les gaines myéliniques des fibres nerveuses, et en violet les noyaux des cellules nerveuses, névrogliques etvasculaires. Mais la gaine de myéline des nerfs ne prend plus cette coloration si le faisceau nerveux est malade, tout au début môme de l'afTection.
Voici cette méthode.
1° Durcissement dans les solutions de sels chromiques ;
2" Les coupes sont passées rapidement dans l'eau à laquelle on donne une réaction légèrement acide par l'addition de quelques gouttes d'acide nitrique;
3° Coloration dans Ja solution aqueuse n° 0 de safranine, ayant une coloration d'un rouge bourgogne intense ; A° Lavage dans l'alcool absolu ;
o** Dépôt dans l'alcool absolu légèrement acidifié par l'acide nitrique; 6° Éclaircissement dans l'essence de girofle jusqu'à ce qu'elle ne prenne plus la couleur rouge ;
7° Montage dans le baume de Canada.
Comme nous l'avons dit, la myéline se colore en rouge jaunâtre ou en rouge, les noyaux de tissu conjonctif deviennent violet bleu.
Mais les résultats de la coloration ne sont pas aussi bons ni aussi constants que l'indique Adamkiewicz.
MÉTHODE DE NlKIFOROFF
C'est une modification avantageuse de la méthode d'Adamkiewicz. 1° Durcissement dans les sels chromiques;
2° Durcissement complémentaire dans l'alcool, sans lavage préalable dans l'eau ; 3° Passage direct des coupes par l'alcool;
4° Coloration, pendant 24 heures, dans la solution aqueuse concentrée de safranine, ou dans la safranine à l'eau d'aniline ou dans la safranine à l'eau phéniquée (5 0/0) ;
5° Lavage soigné, avec agitation dans l'alcool, jusqu'à ce que la substance grise commence à se difïerencier de la substance médullaire par une coloration plus claire ;
6° Dépôt dans la solution de chlorure d'or à 1 : 500 jusqu'à ce que la substance grise prenne une légère teinte violette ;
7° Lavage soigné à l'eau ;
8° Traitement par l'alcool absolu jusqu'à ce que la substance grise se différencie nettement de la substance médullaire rouge par sa coloration nettement violette ;
9° Traitement rapide par l'essence de girolle ;
dO" Xylol ;
11° Baume de Canada.
V. Coloration des cellules ganglionnaires et de leurs prolongements.
i. MÉTHODE DE GoLGI A l'aRGENT [MÉTHODE DE LA COLORATION NOIRe].
Les morceaux doivent être petits ; ils sont d'abord durcis dans le liquide de Miiller, puis portés directement dans une solution à 0.75 0/0 de nitrate d'argent, qu'on change après une demi-heure. La pièce peut
rester dans la solution renouvelée aussi longtemps qu'on le désire. Au bout de 5 à (> jours, et après qu'elle est superficiellement desséchée, on la porte dans l'alcool absolu, puis on la coupe. Alcool, essence de girolle, baume de Canada.
Les cellules ganglionnaires et leurs prolongements sont imprégnés en noir, de même que les cellules de tissu conjonctif. La méthode est très incertaine, elle ne colore presque jamais les cellules ganglionnaires.
2. Méthode de Golgi au sublimé [Méthode de la coloration giuseI. Les morceauN sont durcis dans le liquide de Millier; ils ne doi^-ent pas avoir plus de 5 centim. d'épaisseur. Le liquide durcissant doit être fréquemment changé et être employé en grande quantité. Les petits morceaux y séjournent de vingt à trente jours, les plus gros deux à quatre mois. Le durcissement obtenu, on les passe dans la solution aqueuse de sublimé à 0,2.i 0 0, que l'on change aussi longtemps qu'elle se colore en jaune. Au bout de huit à dix jours, les petits morceaux peuvent être coupés, et la réaction est d'autant plus nette que les coupes ont séjourné plus longtemps dans la solution. Quand le liquide ne se colore plus en jaune, on emploie la solution de sublimé à 50 0/0; si l'on n'est pas pressé de couper, on peut les laisser presque indéfiniment. A la fin de cette imprégnation, les pièces ont à peu près l'aspect de la substance cérébrale à l'état frais. Pour être coupés, les morceaux sont traités conmie ceux qui sont préi)arés au nitrate d'argent; les coupes faites doivent être soigneusement et très abondamment lavées dans le nitrate d'argent.
Les cellules ganglionnaires et leurs prolongements sont aussi colorés en noir; de même les cellules de tissu conjonctif. Le procédé est très incertain.
Ces méthodes n'imprégneraient pas les éléments nerveux en assez grande quantité. Mais c'est plutôt, pour Mercier, un avantage ; si toutes les cellules étaient également imprégnées, il ne serait pas possible, à cause du fourmillement dans lequel se trouvent ces éléments, de les séparer l'une de l'autre assez pour pouvoir étudier avec fruit les prolongements nerveux et protoplasmiques. Mais on peut reprocher l'irrégularité de distribution des précipités le long du trajet d'un prolongement nerveux et des fibres en général, plus encore que sur les corps mêmes des cellules. En outre, les combinaisons ou précipités formés se résorbent facilement, et les préparations deviennent assez vite inutilisables pour rétufle. On a imaginé divers procédés, tel celui d'Obrégia qui va être décrit, pour conserver indélébiles les préparations de Golgi ; les traitements modifiés conservent suffisamment bien colorés les corps cellulaires et les expansions protoplasmiques; mais, par contre, les fines fibrilles nerveuses pâlissent plus ou moins et se décolorent môme complètement (Cajal).
MÉTHODE d'Obrégia
1° Les préparations au sublimé ou à l'argent, traitées d'après la méthode de Golgi, sont simplement mises en contact avec l'alcool qui doit être au moins à 95° ; on les porte dans une solution préparée extemporanément et pendant une demi-heure à la lumière difïuse :
Solution de chlorure de fer à 1 0/0 8 à 10 gouttes.
Alcool absolu 10 centimètres cubes.
On évitera d'employer les aiguilles métalliques.
Les coupes séjourneront dans ce liquide de 15 à 30 minutes à l'abri de la lumière ;
2° Lavage rapide dans l'alcool à SS'', puis dans l'eau distillée ; 3° Traitement de 5 à iO minutes (au plus) par la solution de sulfite de soude à 10 0/0;
4° Lavages répétés à l'eau distillée;
5° Coloration éventuelle au carmin, à l'hématoxyline, d'après les procédés de Weigert, de Pal, etc. Montage dans le baume de Canada; emploi des couvre-objels.
MÉTHODE de Ramon y Cajal
Le procédé du nitrate d'argent est le plus employé'; c'est grâce à lui qu'on a, d'après Cajal, réalisé des découvertes capitales. La méthode au bichlorure n'est ge'ne'ralement utilisée que pour contrôler les résultats. Il y a deux procédés, l'un rapide et l'autre lent. Par le procédé lent, celui de Golgi, le durcissement a lieu dans le liquide de Millier et le bichromate de potasse, sans addition d'acide osmique ; sa durée est de un à deux mois. Par le procédé rapide adopté par Cajal, l'imprégnalion est de deux à six jours et atteint une délicatesse plus grande.
1° Les morceaux [de 4 millim. de côté au plus] sont portés à l'état frais, pour 24, 30 ou 48 heures, dans une solution de :
Bichromate de potasse 3 parties.
Solution d'acide osmique à 1 0/0 25 »
Eau distillée 100 »
Cette solution doit être renouvelée au bout de quelques heures, mais peut servir pour d'autres pièces qui y seront portées en premier lieu. La quantité du liquide est proportionnelle au nombre de pièces immergées, elle doit être environ de 10 ce. pour chaque morceau. Il est indifférent de garder les préparations à la lumière ou à l'obscurité ; la température la plus favorable est de 20 à 25° ; les températures plus basses exigent un séjour prolongé;
2° Les pièces sont lavées rapidement dans l'eau distillée et plongées
dans une solution de nitrate d'argent à 0.23 0/0, pour un quart d'heure ou une demi-heure ;
3° Les porter pour 30 à 48 heures dans une solution de nitrate d'argent à 0.75 0/0. [On laisse les pièces s'imprégner d'argent à la lumière et à la température ordinaire ; cependant, au bout de trois à quatre jours, il s'opère à la lumière des réductions dans l'intérieur de la pièce] ;
4° Laver dans l'alcool à 40° ;
3° Déshydrater rapidement dans l'alcool absolu ;
G° Couper les pièces à la main après les avoir montées entre des morceaux de moelle de sureau, etc. L'inclusion à la paraffine et à la celloïdine doit être évitée, et l'on ne recouvre pas les préparations d'une lamelle (car ainsi elles s'altèrent très rapidement, à cause des courants de diffusion qui enlèvent le dépôt de chromate d'argent aux: éléments qui en sont imprégnés). Au bout de deux ou trois ans, le fond des coupes prend une teinte très foncée, et le chromate d'argent se diffuse plus ou moins autour des éléments imprégnés.
Pour faire les coupes, Cajal procède comme suit.
Il déshydrate la surface de la pièce en la plon^^eant dans l'alcool à Oo» pendant une à deux minutes, puis l'essuie avec du papier buvard, et la place sur un morceau prismatique de paraffine dure. Alors, avec la pointe d'un scalpel ou une aiguille chauffée à la ilammo, on fait fondre vivement la paraffine tout autour de la partie inférieure de la pièce, afin d'inclure cette partie et de la fixer solidement au bloc de paraffine. On comprend qu'il faille exécuter très rapidement cette petite manœuvre, afin d'éviter le dessèchement de la pièce. La partie restée visible du morceau de tissu nerveux est aussitôt trempée dans l'alcool à 9o" et le tout est porté sur le microtome. On fait des coupes en mouillant le rasoir d'abord à 95°. Mais, pour faire des coupes, « qui doivent être assez épaisses afin de permettre de suivre les éléments dans leur plus grand trajet possible, on monte les pièces soit entre deux morceaux de moelle de sureau décortiquée, soit dans un morceau de liège, après les avoir enrobées superficiellement de celloidine ou de paraffine, et on place le tout dans un microtome à vis ».
On passe ensuite les coupes dans cinq ou six bains d'alcool à 90° pendant moins d'une heure, puis dans un bain d'essence de girolle d'une durée d'une demiheure au plus. On procède au montage dès qu'elles sont éclaircies et transparentes : ou les place sur une lame porte-objet, on enlève l'excès de giroOe à l'aide de papier buvard, et l'on verse sur les coupes quelques gouttes de xylol. Après avoir fait égoutter le xylol, on couvre les coupes d'une solution peu épaisse de gomme d'Ammar dans le xylol, on laisse sécher à l'abri de la poussière ; au bout de une à deux heures, quand la première couche de résine est presque sèche, on la couvre d'une seconde, puis d'une troisième, et ainsi jusqu'à ce que la surface des coupes, complètement couverte de résine d'Ammar, soit tout à fait lisse. Les préparations sont conservées à l'abri de la lumière et de la poussière*
EXAMKN DliS TISSUS ET DES ORGANES
En résume, voici les conditions pour la bonne conservation des coupes : 1° Coupes pas trop grosses ;
2«* Lavage complet dans Talcool pour enlever toute trace de nitrate d'argent; 3° Dessiccation absolue des coupes sous une couche assez mince de baume d'Ammar;
4° Montage à découvert et conservation dans l'obscurité.
Cette méthode ne donne de résultats constants et démonstratifs dans les organes nerveux qu'à la période voisine de celle de l'apparition delà myéline.
Tous les organes nerveux ne s'imprègnent pas avec une facilité égale par le procédé rapide de Golgi. On sait que le durcissement a été insuffisant quand les coupes montrent un fond rouge uniforme avec des cellules et des fibres imprégnées incomplètement ; on reconnaît que le durcissement a été poussé trop loin quand le fond apparaît jaune clair et qu'on ne voit s'en détacher en noir aucun éle'ment ou seulement quelques fibres nerveuses. On reconnaît aussi que la pièce a été légèrement surdurcie, à l'absence presque complète de cellules colorées et à la coloration presque exclusive des fibres nerveuses. On corrige cet accident en recourant à une seconde imprégnation. On appliquera de même la double et même la triple imprégnation aux organes difficiles à colorer (ganglions sympathiques, ganglions intestinaux). Carie chromate d'argent n'imprègne à la fois qu'un petit nombre de fibres et de cellules ; et il arrive souvent que les cellules qui résistaient à l'imprégnation, malgré plusieurs mois d'essais persévérants, apparaissent à un moment donné colorées d'une façon merveilleuse. Aussi faut-il répéter les préparations (t).
En résumé, la méthode de Cajal [de même que celle de Golgi], bien qu'ayant de la valeur, ne réussit pas toujours. En outre, elle ne colore jamais toutes les parties d'une préparation d'une façon régulière et uniformément rapide. Les cellules nerveuses avec leurs expansions, et toutes les fibres nerveuses qui ne sont pas entourées d'une gaine de myéline, deviennent noir intense ; les cellules de la névroglie et leurs prolongements deviennent noir rougeâtre.
MÉTHODE DE FlECHSIG
C'est aussi une modification de la méthode de Gotiji au sublimé. Flechsig l'a imaginée pour étudier les rapports des expansions des cellules ganglionnaires avec le réseau fasciculé de la substance grise et surtout avec les éléments myéliniques. Il est à remarquer que le premier cerveau examiné d'après cette méthode avait été placé, après durcissement dans le liquide de MuUer, pendant 1 an dans la solution de sublimé à 1 0/0.
1° Durcissement dans la solution aqueuse de chromate de potasse à 2 0/0;
2° Imprégnation au sublimé ;
M) S. R. Cajal, Les no)/velles idres s?/r la sfn/ct i/re dit si/s/ème nervru.r. Traduction par Azoulny. Paris, 1894.
3° Confection des coupes. On les porte dans l'alcool à 90" ;
-4" Coloration de 3 à 8 jours à 35° dans une solution composée de :
Extrait pur de campêche du Japon 1 gramme.
Alcool absolu 10 grammes.
Eau distillée 900 »
Solution saturée de sel de Glauber 5 »
Solution saturée d'acide tartrique 5 »
5° Chaque coupe passe isolément dans 3 centimètres cubes d'une solution de permanganate de potasse de 1/ 4 à 1/5 0/0, et y reste aussi longtemps que la solution n'a pas perdu sa coloration bleuâtre;
6° Solution décolorante :
Acide oxalique... } 1 gramme.
Sulfure de potassium S
Eau distillée 200 grammes.
Si la décoloration n'est pas complète, on reportera les coupes dans une solution nouvelle de permanganate de potasse, puis dans le bain décolorant, jusqu'à ce que la coupe ait perdu sa teinte jaunâtre ;
7° La coupe passe ensuite dans le mélange suivant :
Solution de chlorure d'or et de potassium à 1 0/0.. Ti gouttes.
Alcool absolu 20 cenlimètres cubes.
jusqu'à ce que les précipités de sublimé qui, vus à la lumière réfléchie, apparaissent blanchâtres, soient devenus entièrement noirs et que les faisceaux des fibres nerveuses aient pris une teinte bleuâtre ; 8" Lavage très rapide dans le li([uide suivant :
Solution de cyanure de potassium à 5 0/0 1 goutte.
Eau distillée 20 grammes.
Sur ce liquide, la coupe ne doit que flotter ; 9° Déshydratation dans l'alcool absolu ; 10" Éclaircissement dans l'essence de lavande ; 1 r Baume de Canada.
Les fibres nerveuses prennent une teinte rouge carmin, les cellules ganglionnaires et les prolongements protoplasmiques sont colorés en noir fumé.
MÉTHODE DE COX
La modification imaginée par Cox a pour but principal de rendre fimprégnation métallique plus é^ale que la me'thode de (^olgi, de telle sorte qu'un plus grand nombre de cellules, avec leurs prolongements complets, puissent être reconnues sur une seule et même coupe; elle ne donne pas lieu à des précipités dans les parlies superficielles des pièces.
i° Immersion de morceaux frais, pas très gros, pendant 2 à 3 mois et plus dans le liquide suivant :
Solution de. bichromate de potasse à 5 0/0 I ri cm
olution de sublimé corrosif a 5 0/0 S
Eau distillée 30 à 40 »
Solution de chromate de potasse à 3 C/O à réaction
fortement alcaline 16 »
2° Lavage des pièces entières pendant environ une demi-heure dans l'alcool à 90°, pour les débarrasser de l'excès de sublimé (|ui se pre'cipiterait ultérieurement dans les coupes sous forme d'aiguilles cristallines ;
3° Montage des pièces et coupes comme pour la méthode de Golgi ;
4° Lavage à l'alcool à 90°. Essence de girofle. Baume de Canada. Pas de couvre-objet.
Les coupes présentent, sur un fond jaune, les cellules et les fibres imprégnées d'un dépôt noirâtre.
Les renseignements fournis par cette méthode sont les mêmes que ceux de la méthode de Golgi. De plus, les plus fines collatérales y [apparaissent, en raison de la faible opacité du pre'cipité métallique, plus pâles que dans les préparations au chromate d'argent (1).
Méthode de Malassez
1° Colorer au picro-carmin peu ammoniacal";
2° Passer dans une solution de potasse à 40 0/0, 10 minutes ;
3° Laver à l'eau distillée;
4° Traiter par l'acide acétique concentré ;
5° Monter dans la glycérine;
Les fibrilles de la névroglie prennent une teinte lilas pâle; le tibsu conjonctif, légèrement tuméfié, devient rose jaunâtre.
MÉTHODE DE KULSCIIITZKY
1° Durcissement dans le liquide d'Erlicki à l'abri de la lumière, pendant quelques mois ;
2° Durcissement final dans l'alcool absolu, à l'abri de la lumière; 3° Inclusion dans la paraffine. Confection des coupes; 4° Solution colorante :
Rubine acide 0 partie 25.
Solution d'acide acétique à 2 0/0 100 parties
Solution aqueuse saturée d'acide picrique 100 »
On mélange 3 à 5 centimètres cubes de cette solution à 10 centimètres cubes d'alcool à 96°; les coupes y baignent une demi-heure au moins ; 5° Bain dans 2 parties d'alcool à 90", quelques heures ; 6° Alcool absolu. Huile. Baume.
Méthodes diverses
1. Procédé de Wolters pour la coloration des cylindraxes. l'' Durcissement pendant 24 heures, à l'abri de la lumière, dans la solution suivante :
(l) Cette méthode rend aussi de grands services en histologie comparée, en se prêtant très bien à l'imprégnation, en totalité, du cerveau des petits animaux.
Sulfate d'oxyde de cuivre } quantités
Bichromate de potasse ) indéterminées.
Alcool à 5Co additionné de 6 gouttes d'acide acétique pour 100 centimètres cubes.
2° Alcool absolu, 24 heures. Inclusion dans la celloïdine. Confection des coupes;
3° Dépôt des coupes pendant 24 heures dans le mordant suivant :
Chlorure de vanadium à 10 0/0 2 parties.
Acétate d'ammoniaque liquide à 8 0/0. ... 8 »
4" Lavage à l'eau pendant 10 minutes ;
5^ Coloration pendant 24 heures, dans Tétuve à paraffine, dans un bain de :
Hématoxyline 2 parties.
Alcool absolu Q. S. pour dissoudre.
Acide acétique à 3 0/0 100 parties.
6° Lavage dans l'alcool chlorhydrique à 80% jusqu'à ce que les coupes aient pris une teinte rouge bleuâtre ;
7" Lavage dans l'alcool faible, puis dans l'alcool absolu. Huile d'origan, baume de Canada.
Outre les cylindraxes, les cellules ganglionnaires et la névroglie prennent aussi la couleur.
Méthode de Malbory pour la coloration des cylindraxes
l*" Coloration des coupes, de 10 minutes à 1 heure, dans la solution suivante, qu'il faut exposer à la lumière pendant une semaine et filtrer avant l'usage :
Acide phospho-moljbdi(|ue a 40 % 1 partie.
Hématoxyline t )>
Eau 100 parties.
Hydrate de chloral G-ii »
2° Lavage, répété 2 à 3 fois, dans l'alcool à 50° ; 3° Déshydratation, etc.
Les coupes colorées ne doivent pas séjourner trop longtemps dans l'alcool. Il est souvent utile d'augmenter la teneur en hématoxyline.
§ XII. — Nerfs périphériques et ganglions.
On leur applique le môme traitement qu'au système nerveux central. Les préparations par dissociation fournissent souvent de belles images.
Métjiode de M.\ys.
Elle permet de mettre en évidence les faisceaux nerveux des nerfs dépourvus de gaine de myéline et les origines des nerfs dans les muscles.
1° Séjour de la pièce dans l'acide arsénieuxà 50/0 jusqu'à imprégnation ; 2° Bain de 20 minutes dans le mélange suivant :
Solution de chlorure d'or et de potassium à 1 0/0.. 4 grammes.
Acide osmique à 2 0/0 1 gramme.
Acide arsénieux (As'-^O'') à O.î) 0/0 20 grammes.
3° Lavage à l'eau ;
4° Dépôt dans une solution d'acide arsénieux à 1 0/0 et exposition au jour pendant 3 heures au bain-marie à 45'' ; 5° Eclaircissement dans le mélange de :
Gh'cérine 40 grammes.
Eau 20 »
Acide chlorhydrique à 25 0/0 1 gramme.
On fait fréquemment usage de la méthode au bleu de méthyle, qui est une modification de celle qu'Erlicki avait préconisée.
Procédé d'injection au bleu de méthyle.
1° On injecte, aussi rapidement que possible après la mort, dans les vaisseaux sanguins des organes dont on veut colorer les éléments nerveux, une solution filtrée de bleu de méthyle à 4 0/0 (de préférence le « rectifîcirtes Methylenblau zur vitalen Injection » de Griibler de Leipzig). On expose l'organe à l'action de l'air, jusqu'à ce qu'il prenne une teinte bleue manifeste, qu'on peut reconnaître par la dissociation.
L'objet est ensuite porté, pour fixer la couleur, dans la solution aqueuse, saturée à froid et filtrée avant l'usage, de picrocarminate d'ammoniaque, ou bien, s'il est destiné à être coupé, dans la solution alcoolique saturée à froid de picrocarminate d'ammoniaque, de 20 minutes à 12 heures, selon son épaisseur. Le liquide fixateur suivant est également souvent recommandé :
Solution saturée aqueuse de picrorarminnte d'nm-
moniaque 100 centimètres cubes.
Acide osmique àlO/0 2 » »
3° Pour confectionner les coupes, on enveloppe la pièce de foie amyloïde ou de moelle de sureau, ou bien on recourt au microtome à congélation
Les coupes et les préparations dissociées sont portées dans un mélange d'eau et de glycérine à parties égales, additionné d'une goutte de picrocarminate d'ammoniaque.
Lorsque l'on colore par cette méthode d'autres éléments (cellules nerveuses, ciment intercellulaire, globules sanguins), ceux du système nerveux ressortent d'autant mieux et rendent toute confusion impossible.
On met en évidence les processus dégénératifs des nerfs périphériques par le liquide durcissant de Flemming ou par celui de Marchi, qui
colorent en noir les parties dégénérées de la gaine médullaire.
Procédé d'Obersteiner.
On applique aux altérations dégénératives du cylindraxe le traitement de la dinitrorésorcine au chlorure de fer, indiqué par Platner.
1" Durcir les troncs nerveux pendant un ou plusieurs jours dans la solution de :
2** Laver à l'eau jusqu'à cessation de la réaction du sulfocyanide de potassium ;
3^ Porter les pièces dans une solution d'un excès de dinitrorésorcine dans l'alcool à 75°, pendant plusieurs semaines, selon leur épaisseur;
4" Déshydrater. Inclure. Confectionner les coupes.
[Dans certains cas, il est nécessaire de pratiquer aussi des sections longitudinales du nerf, dont les coupes transversales pourraient ne pas mettre en évidence les parties dégénérées limitées à un segment restreint des libres.]
La combinaison de fer avec la dinitrorésorcine donne au cylindraxe une coloration vert émeraude, qui met en relief les altérations.
Cette méthode convient aux pièces durcies par le Millier ou par le Flemming [dont l'acide osmique sera de préférence à i ou 5 0/0, afin de rendre les nerfs moins friables].
Pour obtenir des coupes entières de l'œil, on se sert [pendant deux semaines] des liquides durcissants de Miiller ou de Flemming. La conservation dans le liquide de Miiller doit être prolongée autant que possible. On inclut dans la celloïdinc si l'on veut examiner avec soin certaines parties du bulbe et conserver leur situation. Dans quelques cas, il est utile de faire la coloration en masse par le brun de Bismarck ou le carmin de Beale, atin de réduire au minimum ces manipulations des coupes. On peut aussi utiliser l'inclusion à la paraffine [mais on ne doit pas oublier que la sclérotique et le cristallin y deviennent souvent trop durs].
On colore les noyaux par l'hématoxyline ou le carmin aluné. La rétine et le nerf optique sont traités d'après les mêmes méthodes que le système nerveux central. La double coloration rend souvent des services.
Perclilorure de fer Eau distillée
1 gramme.
4 grammes.
% XIII. — Examen de l'œil.
Ranvier traite la rétine de la façon suivante : il ouvre le bulbe et expose l'humeur vitrée et la rétine aux vapeurs d'acide osmique pendant un quart
d'heure ou une demi-heure; puis il incise l'œil dans l'alcool au tiers, suivant Féquateur, et l'y laisse de trois à quatre jours. Il colore par le picrocarmin pendant quelques heures la région poste'rieure de Tœil, la fait séjourner 12 heures dans une solution d'acide osmique à 10 0/0, où s'efTectue la fixation définitive des éléments. On lave à l'eau, on traite par l'alcool et on inclut dans la paraffine.
Pour examiner la cornée, on peut employer la méthode à l'or de Cohnheim. On porte la préparation aussi rapidement que possible dans le jus de citron frais et filtré, puis pendant 20 minutes dans la solution d'or à 1 0/0, puis dans l'eau légèrement acidifiée par l'acide acétique; on l'expose à la lumière pendant trois à quatre jours. On coupe dans l'alcool.
§ Xl\/. — Examen de l'oreille.
On durcit les tissus de l'oreille moyenne et de l'oreille interne dans le liquide de Millier. Pour l'oreille externe, on peut aussi utiliser l'alcool. Lorsqu'il y a lieu de décalcifier les tissus environnants, on commence toujours par durcir la pièce.
Limaçon. — Retzius ouvre le limaçon, le fixe pendant une demi-heure dans une solution à 1/2% d'acide osmique, puis le haigne pendant le même temps dans une solution de chlorure d'or à 1/2 %. L'organe de Gorti est extrait, puis traité par les méthodes ordinaires. Kanvier ouvre le limaçon avec un scalpel dans un mélange de 2 % d'acide osmique avec une solution de sel marin, l'y laisse séjourner pendant 12 heures et décalcifie à facide chromique à 2 % souvent renouvelé.
Labyrinthe. — La méthode suivante a donné, d'après Boehm et Oppel, de hons résultats. On enlève la pyramide avec le limaçon et le canal demi-circulaire supérieur, qui ont été ouverts, et l'on traite le tout, pendant deux jours, par le liquide de Millier, à la température ordinaire. On porte la pièce à fétuve à 33°, puis on la dépose, pour trois semaines, dans le liquide de Millier plusieurs fois renouvelé; on la lave alors pendant deux jours à l'eau courante, on la fait séjourner pendant deux semaines dans l'alcool à 80", et pendant une semaine dans l'alcool à 96'^. On décalcifie dans l'acide nitrique à o ^ et l'on inclut dans la ccUoïdine.
% X\/. — Système osseux.
On durcit les os et les articulations dans le liquide de Millier; l'alcool ne fournit pas d'aussi beaux résultats. Si la décalcification est nécessaire, on la fait toujours précéder d'un durcissement complet. [Pour les fragments peuvolumineux, le liquide de Flemmingou d'Hermann peut servira la fixation et à la décalcification.] Les pièces durcies au Muller sont d'abord lavées soigneusement, puis baignées dans l'alcool pendant quelques jours, et alors décalciliées. Les procédés de décalcification ont été indiqués au chap. IV.
EXAMIiN DES TISSUS ET DES ORGAx\ES
On colore à l'hématoxyliiie. La double coloration à l'héniatoxyline et au carmin neutre est souvent recommandable ; elle donne d'excellentes préparations, parce que le carmin neutre colore en rouge les tissus décalcifiés, ostéoïdes ou non calcifiés. Pour cela, il faut que les coupes colorées par l'héniatoxyline séjournent encore, après lavage, dans l'eau, pendant 12 à 24 heures, avant d'être traitées par la solution de carmin.
La substance fondamentale du cartilage calcifié, dont on a extrait les sels calcaires, prend une coloration bleu violet très intense par l'hématoxyline.
Les réactions du cartilage non calcifié sont instables vis-à-vis du carmin neutre et de l'héniatoxyline : on peut dire pourtant que le cartilage au repos se colore en général mieux par le carmin, tandis que le cartilage proliférant et hypertrophié prend l'héinatoxyline en plus grande quantité.
Les cellules de la moelle osseuse sont mises en relief d'une façon très nette par la double coloration à l'hématoxyline-éosine.
MÉTHODE DE POMMER
Pour étudier les rapports des dépots calcaires avec les parties non calcihées. Pommer a préconisé une méthode basée sur la propriété du liquide de Muller de permettre par son action prolongée — même avec une décalcification incomplète — la confection des coupes d'os, et de différencier les régions calcifiées de celles qui ne le sont pas, phénomène que ne produisent pas les acides décalcifiants ordinaires.
1" Séjour des pièces dans le li(iuide de Muller jusqu'à ce que la confection des coupes soit possible.
La substance osseuse calcifiée se distingue par son aspect homogène des parties non calcifiées, qui manifestent très nettement leur structure fibrillaire ;
2" Coloration. — Le carmin permet de reconnaître les régions très restreintes qui ne sont pas calcifiées; les coupes gagnent en clarté. #
Pour les os qui ont été décalcifiés par les acides, par le liquide de von Ebner par exemple. Pommer recommande les agents suivants :
Les parties qui avaient été calcifiées prennent, en 12 ou 18 heures, ces colorants d'une façon intense, surtout le dahlia et la safranine. Mais les parties qui n'étaient pas calcifiées demeurent incolores et contrastent très nettement avec les autres.
Métuode de Scheffer.
Le tissu osseux est coloré par la safranine.
ou plus
1° Décalcification par l'acide nitrique ou par la solution chlorhydrique de sel marin ;
2° Coloration par la solution aqueuse de safranine à 1 pour 2,000, 1/2 à
I heure ;
3° Lavage à l'eau ;
4« Dépôt dans la solution de sublimé à 0,1 0/0; 5° Examen dans la glycérine.
Il faut, en général, éviter le contact avec l'alcool. Si l'on veut conserver les préparations, on les passe rapidement dans l'alcool après les avoir traitées par le'sublimé, et l'on enlève la plus grande partie de l'eau avec du papier à filtrer et le reste par un séjour prolongé dans l'huile de bergamote. Baume de Canada.
Double coloration dans la méthode klaatscii.
1° Baigner les préparations à l'hématoxyline dans la solution saturée d'acide picrique, 1 à 2 minutes; 2° Acide acétique, 1/2 minute; 3° Laver à Feau distillée.
Le cartilage devient bleu mat, le cartilage calcilié bleu foncé et Pos jaune. On sait que la double coloration sert surtout à l'étude des formations osseuses, à celle du rachitisme par exemple.
§ XVI. — Muscles et tendons. Gaines tendineuses. Bourses tendineuses.
On durcit dans le liquide de Muller. Les coupes des muscles non inclus dans lacelloïdine sont difficiles à pratiquer. On colore les muscles de préférence avec le picrocarmin qui teint le protoplasma en jaune. On peut employer aussi l'hématoxyline et le carmin aluné ; la double coloration est produite par l'hématoxyline et le carmin ou l'éosine, ou encore par l'acide picrique.
§ XVll. — Organes génitaux de l'homme et de la femme.
On durcira de préférence dans le liquide de Muller. On inclut dans la celloïdine, surtout les ovaires et le placenta.
Pour examiner les particules de la muqueuse utérine au point de vue du carcinome, on les durcit dans l'alcool et on les inclut dans la celloïdine.
II est bon de coller ensemble plusieurs morceaux sur un bouchon ; on les enveloppe de la manière indiquée au chapitre v et on peut les couper ensemble. Ce procédé permet d'obtenir des coupes dont la muqueuse est encore adhérente à une couche musculaire et de trouver plus facilement les parties dégénérées. On colore simplement à l'hématoxyline.
L'examen des débris de caduque ou de placenta se pratique de la même façon.
I. — Examen des taches de sang
Lorsqu'il s'agit de déterminer si une tache sur des vêtements ou des objets en bois ou en métal est constituée par du sang, on recherche : i° Les globules rouges ; 2° La matière colorante.
i. Globules roufjes. — Pour les taches de sang frais, il suifit de les enlever et de les porter dans la solution à 0,0 0/Û de sel marin et d'examiner directement au microscope. L'eau distillée est contre-indiquée.
Comme les globules rouges de l'homme et des mammifères sont ronds et dépourvus de noyau, tandis que ceux des autres animaux sont ovoïdes et nucléés, il est facile de déterminer l'origine du sang.
Déplus, les globules de l'homme sont plus grands que ceux des mammifères: ils ont un diamètre de 0,0077 millim.; après eux viennent successivement ceux du chien, du lapin, du porc, du veau, du cheval, du chat, du mouton, etc.
Les mensurations au micromètre permettent de diagnostiquer l'origine humaine du sang, mais elles doivent être répétées un nombre de fois suffisant. Il est impossible de préciser davantage, parce que les globules du sang subissent rapidement des modifications de forme et de dimension.
Lorsque les taches sont anciennes, on peut pourtant encore y rencontrer des globules qui ont conservé leurs formes caractéristiques. Mais, pour cela, il ne sulfit plus de la solution simple de sel marin, il faut employer d'autres liquides :
l*" La lessive de potasse k 30 0/0, qu'on évitera d'étendre d'eau;
2'' Le liquide de Roussin :
Glycérine 3 parties.
Acide sulfurique concentre 1 partie.
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3° Liquide modifié de Paclm :
On gratic la tache, ou bien on dissocie un morceau d'étoffe sur le porteobjet et on y ajoute l'un de ces liquides. On examine immédiatement au microscope l'aspect des globules rouges, qui se modifie à mesure dans le liquide de macération.
Les différences de volume des globules rouges sont moindres dans les taches anciennes, où ils se sont ratatinés, que dans les taches fraîches.
On évitera surtout de confondre les globules avec les spores de certains champignons. Ceux-ci sont très résistants aux acides et aux alcalis.
2. Cristaux dltémogloUnp. — L'hémine ou hématine cristallisée est un dérivé de l'hémoglobine; on la désigne sous le nom de « cristaux sanguins de Teichmann ». Voici comment on la met en évidence.
Lorsque les taches se trouvent sur des objets durs, sur du bois par exemple, on les gratte soigneusement et on porte la masse sur un porteobjet ou dans un verre de montre plat où on la dissout dans une petite quantité d'eau distillée.
S'il s'agit d'étoffes, on en dissocie de petits fragments sur porte-objet dans l'eau distillée.
Lorsqu'on a enlevé les matières étrangères et les impuretés, on évapore l'eau devenue plus ou moins rouge, on en dépose gros comme une tête d'épingle dans la solution de sel à 0,6 0/0, on étale la masse sur une lame de verre et on la sèche. On enlève avec un scalpel, on y porte de l'acide acétique pur avec une tige de ^verre — éviter l'acide dilué ; — on recouvre avec une lamelle et on chauffe à la flamme d'une lampe à alcool jusqu'à production de vésicules acétiques. On continue à chauffer doucement, l'acide s'évapore et les cristaux bruns d'hématine se forment. Plus l'évaporation est lente, plus les cristaux seront volumineux; aussi est-il recommandable de la pratiquer sous la lamelle.
Les cristaux d'hémine sont complètement insolubles dans l'eau, dans l'alcool et dans Féther. Ils sont difficilement solubles dans l'ammoniaque, dans l'acide sulfurique dilué et dans l'acide nitrique, et facilement solubles dans la lessive de potasse. Ils constituent de petites tablettes rhomboédriques.
La présence de la rouille peut empêcher l'examen des cristaux d'hémine. Les taches graisseuses sont lavées au préalable à l'éther.
Sublimé . .
Sel marin, Glycérine.
Eau
1 partie.
2 parties.
PRATIQUE DE l'EXAMEN MICROSCOPIQUE DANS UN BUT MÉDICO-LÉGAL 181
II. — Examen des poils
Pour déterniiiier au point de vue médico-légal si des poils proviennent de l'homme ou des animaux, on se basera sur les faits suivants :
A) La couche externe du poil, la cuticule, est constituée par de fines plaques épidermiques imbriquées, dont les extrémités sont dirigées vers l'extrémité libre du poiL Si l'on ne peut les mettre en évidence sans traitement consécutif, on emploie l'acide nitrique dilué. Chez la plupart des animaux, les cellules de la cuticule sont beaucoup plus volumineuses que chez l'homme et sont d'autant plus faciles à reconnaître. En outre, les pellicules se détachent en plus grande quantité chez beaucoup d'animaux que chez l'homme et donnent à leurs poils un aspect crénelé plus prononcé.
B) La couche moyenne ou substance corticale se compose de cellules cornées allongées. On peut aussi les mettre en évidence par l'acide nitrique dilué.
Chez l'homme, l'épaisseur de la couche corticale l'emporte sur celle de la couche interne de la substance médullaire; l'animal présente les conditions inverses.
C) La structure cellulaire de la substance médullaire de l'homme est très indistincte; chez l'animal, au contraire, elle est très manifeste.
La substance médullaire fait souvent défaut chez l'homme en plusieurs points; ce fait est rare chez l'animal, et il se limite toujours à quelques poils. Il est évident qu'il faut examiner le poil dans toute sa longueur.
Lorsqu'il s'agit de déterminer si un poil provient de l'homme ou d'un animal, il est également recommandable de faire la comparaison avec un autre poil humain ou de quelques espèces animales.
Quanta la re///o/i ^/'ôr////yze, remarquons que les poils de la barbe sont généralement les plus épais — leur diamètre est de 0,14 à 0,15 millim.; — puis viennent ceux des organes génitaux de la femme, ceux des paupières, ceux des organes génitaux de l'homme, du cuir chevelu de l'homme, et finalement ceux du cuir chevelu de la femme, qui mesurent 0,0G millim. On n'oubliera pas qu'il y a des différences individuelles très considérables. Ajoutons aussi que l'âge joue un grand rôle : les poils du nouveauné sont beaucoup plus minces que ceux des enfants plus âgés et des adultes.
Les poils des nouveau-nés se terminent en pointe, il en est de même de ceux qui effectuent leur croissance sans altération : la coupe, la pression des vêtements, la macération dans la sueur, sont des agents modifica-
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Leurs; dans les clieveux coupés, l'extrémité ne s'arrondit que par la suite.
Les cheveux arrachés ont en général une racine enflée, ouverte en bas, munie de restes du sac capillaire ; dans les cheveux tombés, la racine est fermée en bas, lisse et atrophiée.
Pour déterminer Yincliviclu d'où proviennent les poils, il faut établir des comparaisons, rechercher l'épaisseur des poils et de leurs couches, leur couleur, etc.; il est utile de comparer la forme et la nature àQ?> coupes transversales. Pour obtenir des coupes, on fera l'inclusion dans la paraffine.
Pour rechercher les spermatozoïdes dans les taches, on détachera avec soin les pellicules qui existent sous la surface de celles-ci et qui sont fort friables, on les ramollira sur le porte-objet dans une goutte d'eau distillée, en les dissociant avec deux aiguilles. L'examen se fait sous un fort grossissement et avec le diaphragme rétréci.
Mais, si l'imprégnation de la substance a rendu impossible l'ablation des pellicules, on enlève un morceau de l'étoffe et on le dépose pendant un quart d'heure au moins dans un verre de montre plein d'eau distillée.
L'addition d'une petite quantité d'acide chlorhydrique (une goutte pour 40 centim. cubes d'eau) empêche le gonflement des spermatozoïdes. Il suffit alors de presser sur le tissu avec une aiguille montée pour en faire sortir un liquide nuageux, qui peut être directement examiné. On peut aussi dissocier dans l'eau un fragment du tissu et l'examiner sur le porteobjet.
Quand on trouve des spermatozoïdes, il est possible d'en faire des préparations séchées sur lamelle et de les colorer au carmin neutre ou à la fuchsine. La double coloration à l'hématoxyline et à l'éosine fournit aussi de belles images.
Unger recommande un bain colorant de une à plusieurs heures dans le liquide suivant :
Ce liquide sert à la dissociation et permet l'examen direct au microscope ; il peut aussi servir à colorer les préparations sur lamelles, partie postérieure de la tête est colorée en vert foncé, la partie antérieure devient A^erdàtre, la partie moyenne et la queue présentent une teinte plus claire.
in. — Examen des taches de sperme.
Vert de métbjle
Eau
Acide chlorhydrique,
0 gr. 15 à 0 gr. 3.
■100 grammes.
3 gouttes.
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Certains auteurs recommandent aussi la solution iodo-iodurée (eau distillée 100, iodure de potassium 4, iode 1). Il est utile de faire l'examen à un grossissement de 500 diamètres.
IV. — Examen des débris de caduque
La caduque utérine se caractérise par des cellules volumineuses, polygonales ou arrondies; l'examen peut en être utilisé pour diagnostiquer l'avortement.
On examine à l'état frais les parties dissociées, ou, ce qui vaut mieux, on les durcit à l'alcool et on les coupe, à main levée ou au microtome, après inclusion dans la paraffine, dans la moelle du sureau ou dans le foie durci.
On colore à l'hématoxyline.
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