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INTRODUCTION

Les Grégarines dont la forme végétative &tait connue
depuis 1343 -(MINGAZZINI) n'ont fait l'objet que de peu de travaux
en cytochinie,

Nous allons essayer de contribuer 2 1'étude histochimique
d'une Grégarine, afin d'apporter quelques clartés sur la nature des
différents é&léments du cytoplasme, que nous révele la microscopie

électronique.




MATERTEL

Notre étude portera sur une Grégarine : Lecudina tuzetae
Schrevel, parasite du tube digestif d'une Annélide Polychete Nereis
diversicolor D, ¥, Miiller, récoltée dans le petit port de Doulogne.

SCHREVEL (1963) en a fait la diagnose., Il a décrit des
trophuzoTtes de forme massive, possédant une protubérance antérieure
hémisphérique, de nature ectoplasmique qui repose sur un endoplasme
granuleux, dans la région moyenne ovoide. Celle-ci contient un noyau
sphérique, 2 position centrale ou latérale.

La zone antérieure est décrite en tant qu'appareil de fi-
xation du parasite.

Ces parasites, dits "Monocystidés", sont situés soit entre

la basale et 1'épithélium intestinal, soit dans la lumi2re intestinale,



HISTORIQUE

Yeu de travaux ont jusqu'd présent été publiés 2 propos
de 1'étude histochimique chez les Grégarines.,

Le cytoplasme des Grégarines est rempli de granulations que
HENLE (1345) considérait comme des corpuscules calcaires, tandis que

STEIN les croyait de nature graisseuse,

DUTSCHLI en 1271 est le premier auteur qui reconnalit la
nature cde ces granulations, Il étudie l'action des acides minéraux
a diverses concentraticns et dans des conditions différentes de tem-~
pérature, il note 1l'insolubilité des granules dans 1'alcool et 1'éther,
fixe la réaction de 1'iode qui les colore en brun rouge, coloration |
passant au violet par l'acfion de 1'acide sulfurique et conclut en

les rapprochant de substances amylofdes.

SCHNEIDER (1875) reconnait l'action de l'iode sur ces granu-
lations, 11 remarque chez '"Clepsidrina ovata' et plus rarement dans
"Clepsidrina blattarum'" des gouttelettes de graisse d'un beau jaune

d'or apparaissant aprés la sortie des spores'.

FRENZEL (1385) pense pouvoir démontrer que les granulations

des Grégarines sont de nature albuminoide.

BUTSCHLI (1835) montre que la réaction de Millon est néga-
tive, Far action de la salive 2 40°, les granulations se transforment
en un sucre réduisant la liqueur de Fehling. Il conclut 3 1l'existence

d'une substance de réserves voisine du glycogéne : le paraglycogdme.:

MAUTAS (138G) recomnait que les granules existent dans un
grand nombre de Grégarines, Far l'action de l'eau, ils peuvent se
gonfler et sont formés de couches concentriques stratifiées. A la
lumiére polarisée, ils présentent une croix de polarisation semblable
a3 celle de 1l'amidon végétal, MAUPAS propose alors de désigner ces gré-

nules sous le terme de zooamylon,



SCHNETBLER (1337) trouve dans Clepsidrina granulosa et
Stephanocephalus iuli, des granulations réfringentes colorables au

carmin comme le nucléole.

HENNEGUY (1383) étudie Monocystis agilis. Le paraglycogéne

résente une zone centrale non colirée dans chadque grain,
P

Le mémoire de FRENZEL (12392), premiére &étude détaillée sur
l'organisation des diverses parties d'une Grégarine marque une date
importante de cet historique. L'auteur fait ses recherches sur six
espéces et éthblit la liste des substances formant le corps
1°- 1'alcéoline, trame des alvéoles, insoluble dans les acides, bases,
la salive, sams -action sur 1'iode, colorée par le carmin, qui serait
de nature albuminoide

2°- la paralvéoline imprégnant 1'alvéoline mais dissoute par la salive

4 42°, se rapprocherait des substances cellulosiques

3°- le paraglycorne

4°- des gouttelettes de graisse dans le protomérite de certaines

Grégarines,

LEGER (1904) indique la présence de corps chromatoides ‘
caractéridés par leurs affinités pour les colorants basiques nucléai-
res chez Gregarina maculata et Stylorynchus longicollis et remarque

qu'il faut les considérer comme des déchets du noyau.

DRZEWIECKI (1934) trouve des corps amylofdes et des chromi-

dies dans Monocystis porrecta.

KUSCHAKREWITSCH (1907) signale l'existence de paraglycogene

dans le cytoplasme de Grégarines parasites du Tenebri> molitor.

COMES (1%07) décrit chez Stepophora iuli une zone périnu-
cléaire ol se font les échanges du noyau au cytoplasme, et qui serait

riche en diastases,.

HESSE (1609) indique 1l'existence de paramylon chez les Mono-

cystidés.



HIKSCHER (1514) trouve dans Monocystis ascidiae des mito-
chondries en granulations répandues dans le cytoplasme mais plus abon-

dantes autour du noyau.

GOODKICH et TIXELL-GOOLRICH (1929) décrivent dans Gonsspora
minchini de petits corps colorables par 1'hématoxyline et la fuchsine
qui rappellent les lamelles mucofdes trouvées dans Nina gracilis par
DUBOSCQ et LEGER.

Dans sa theése publiée en 1626, JOYET-LAVERGNE apporte quel-
ques clartés sur la nature, la structure et l'évolution des différents

éléments d'un Sporozoaire,

Parmi les caractéres qui lui ont servi 2 distinguer le
chondriome, il faut citer la sensibilité des mitochondries 23 l'acide
acétique, 3 l'alcool et 2 la chaleur. Au point de vue des colorants,
les affinités des mitochondries sont trds variables : le fer dans
1'hématoxyline ferrique est bien retenu par le chondriome mais n'est
pas assez électif ; la fuchsine plus élective n'est cependant pas non
plus spécifique car elle colore aussi les albuminoides et le noyau.
Le chondriome serait un complexe lipo-protéique, fait déja signalé par
MAYER et SCHAEFFER (1%10),

Sous le nom d'appareil de Golgi, il range les formations

révélées par la méthode osmique et la méthode & 1'argent, qui sont
plus sensibles aux acides, plus osmiophiles, plus argentophiles que
le chondriome et aussi plus grosses et moins nombrewses dans le cyto-
plasme ot elles sont réparties plus irrégulidrement. Les affinités

de l'appareil de Golgi pour l'acide osmique, sa résistance 2 1l'action
des solvants des graisses sont deux raisons qui rendent assez plau-
sible l'hypothese d'une constitution lipofde de 1'appareil. Cependan;
les méthodes de recherches des lipoTdes ne donnent pas 1l'appareil

de Golgi ; en effet, plus sensible aux acides que les mitochéndries,

il n'est en général pas conservé, CIACCIO (1612), en parlant des com-



binaisons stables entre les protéines et les lipoides dit "il n'est
pas possible de les déceler par les réactifs des graisses', Les ré-
sultats négatifs obtenus concordent avec l'hypotheése de la constitu-
tion lipoprotéique de 1'appareil de Golgi, qui ne semble d'ailleurs

pas rigoureusement constante selon WEIGL (1512) et CAJAL (1914).

Le paraglycopéne : ses caractéres ont été indiqués précé-

demment, JOYET-LAVERGNE affirme qu'aucune coloration spécifique n'a
été décelée et que ses affinités pour les colorants sont toujours
faibles, A celle pour le violet de gentiane, il faut ajouter celle
qu'il manifeste pour le bleu de méthyle, réaction qui doit &tre com-
plétée par celle de l'iode pour constituer une méthode de recherche
du paraglycogéne., Son existence a été reconnue dans un grand nombre
de Grégarines, Il constitue la wasse la plus importante du cytoplasme
d'un sporadin ou d'un céphalin et se présente sous forme de sphérules
dont la taille augmente légirement avec la croissance de la Grégarine.
Chaque sphérule posséde un hile central, zone trés réfringente, rap-

pelant 1l'aspect de certains hiles d'amidon végétal (MOLLIARD, 1621).
HENNEGUY (1533) a montré sa forme en cuoix calerable dane:
la Grégarine Monocystis agilis.

o

Les lipoides et les graisses
JOYET-LAVERGNE en reconnalt 1'existence dans les Grégarines.

L'étude chimique chez Nina gracilis fait apparaitre leurs affinités
pour le Soudan IIT, le Scharlack R et la chlorophylle. Tarmi les réac-
tions de lipoides, la coloration par le bleu de toluidine (LOISEL,
1603) la teinte grise que donne 1l'acide osmique (CIACCO, 1610) sont
des caractéristiques de lipoides des Sporozoaires. Comme les phospha-
tides, ils se colorent en bleu par le Nilblau et leur insolubilité

dans l'acétone les rapproches des lécithines.



Les graisses neutres se colorent en noir par l'acide osmique
et elles ne sont pas insolubilisées par les fixateurs chromiques, elles
sont solubles dans les solvants des graisses en particulier dans l'a;
cétane,

Chez Nina gracilis, les granules lipoides sont 3 l'extrémité
antérieure du cytoplasme du sporoZoite ; 2 la périphérie du deutomé-
rite et dans le protomérite chez le céphalin,

Etant donné la variété des types étudiés, JOYET-LAVERGNE
considére les lipoides comme constituant un élément fondamental du

cytoplasme,

Les réserves albuminoides

Les diverses méthodes utilisées pour les déterminer, c'est
le réactif de Millon qui aurait donné les meilleurs résultats. Ces
réserves albuminofdes contiennent une assez grande teneur de phosphore
et JOYET-LAVERGNE les a appelées "réserves albuminoides phosphorées",
Dans la double coloration safranine et violet de gentiane, le chron—’
driome retient ce dernier colorant tandis que les albuminofdes sont
teintées par la safranine. La masse albuminoide constitue une réserve
peu abondante dans le cytoplasme. Les corpuscules ovoides sont pour-
vus d'une calotte mitochondriale.

Chez Stylorynchus longicollids 1l'origine nucléaire de ces

réserves est trés nette,

Les réserves albuminofdes et les chromidies

JOYET-LAVERGNE désigne comme chromidie toute formation cyto-
plasmique d'origine nucléaire, qui par un ensemble de caractires chi-
miques la rapproche -nettement de la chromatine. Ainsi chez les Gréga-
rines, on peut dire que les réserves albuminofdes sont de wvéritables
chromidies.
La volutine, que MEYER (1S04) considire comme un dérive de l'acide
nucléique est selon JOYET-LAVERGNE difficile 2 distinguer des chro-

nidies,



L'alvéoline qui constitue fréquemment la trame du cytoplasme est une
substance albuminoide fondamentale ayant des affinités pour les colo-
rants plasmatiques. Sur elle, se disposent les é&léments du chondriome.
L'alvéoline de FRENZEL (12%2) est donc le résultat de la coagulation
de deux substances distinctes : le chondriome et une substance albu-
minoide. Elle se présente sans forme définie, comme un fluide dans

tout le cytoplasme.

Ainsi JOYET-LAVERGNE décrit dans le cytoplasme d'une Grégat
rine ¢ éléments distincts :

1°- le hyaloplasme ou protoplasme fondamental

2°- le chondriome

3°- les éléments de Golgi

4°- le paraglycogine

5°- les lipoides et les graisses

£ 0

5°- les réserves albuminoides phosphorées,

Lans son traité de zoologie, GRASSE signale des sphérules
protéiques encombrant sur le vivant le cytoplasme hyalin du sporozoite
chez Porospora sur les préparations fixées, le cytoplasme contient i
des mitochondries granuleuses sauf dans la région antérieure et outre
1'appareil de Golgi, il renferme aussi quelques granules de nature
lipidique,

Chez les trophozoites, la structure cytologique varie peu,
Sous l'ectocyte, l'endoplasme ou endocyte est riche en enclaves vi-
vantes et surchargé de deutoplasme quand il appartient 2 un tropho-
zoite &gé. Le chondriome des jeunes trophozoites se compose exclusi-
vement de "mitochondries granuleuses'" et chez les plus 3zés de chon-

drionites et de chondriocontes,

L'appareil de Golzi des sporozoites prend l'aspect de dic-
tyosomes typiques en écailles avec substances chromophile et chromo-

phobe dispersées dans le cytoplasme.



Les enclaves paraplasmiques
Le paraglycogéne découvert et dénommé par DUTSCHLI repré-

sente 1'élément essentiel de la Grégarine, En outre, l'endoplasme
contient des granules que les anciens auteurs nommaient chromidies
et qui sont

a- des chromidies vraies faits de volutine, ayant une réac-
tion plasmale positive

b- des grains protidiques décrits par JOYET-LAVERGNE

c- des grains lipidiques correspondant & des phosphatides

et des graisses neutres,

Le noyau

Chez le Sporozofite, il contient deux grains de chromatine
situés aux antiplles, L'antérieur devient un corps arrondi faiblement
colorable par les colorants basiques.

Tous les nuciéoles de Grégarines ne paraissent pas avoir la
néne composition chimique. Les uns se colorent comme ceux des Méta-
zoaires, les autres se teintent légérement par le vert de méthyle
acétique, Le suc nucléaire tient en suspendion divers granules colo--
rables qui seraient les produits figurés de la désintégration des nu-
clécles, Alors que la réaction nucléale de FEULGEN est positive pour
le noyau des sporozoftes et des jeunes trophozoites, elle devient né-

gative pour celui des gros trophozoites et des sporadinsi

La sexualisation des plasmas (GRASSE)

Ce sont LEGER et DUDOSCQ (1505) qui ont créé la notion de

sexualisation du cytoplasme. Il existe dans une espéce donnée une dif-
férence constante entre les deux gamontes associés. Des grains cyano-

philes apparaissent plus gros dans l'un que dans l'autre des conjoints.
Dans plusieurs esplces, les sporadins encore libres se teintent diffde
remment pour un méme colorant vital : les uns ont une teinte jaunitre,

les autres rouge, témoignant pour les premiers une reaction alcaline
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les autres acide, JOYET-LAVERGNE (19£86) a montré que les différences
de colorabilité ne tiennent pas 2 des inégalités de pH mais de rH,
dies & des teneurs inégales de glutathion. Mais RIES (1%37) a montré:
que le noyau souvent trés riche en glutathion demeure A peu pris in-
différent dans les processus d'oxydo-réduction,

Le chondriome des Grégarines mides est nettement plus baso-
phile et plus abondant que celui des femelles, Les dictyosomes sont
plus nombreux dans le sexe mile que dans le sexe opposé qui contient
davantage de grains lipidiques. Les grains cyanophiles sont des réser-
ves protidiques jusqu'a 2 de diamitre chez le m8le. Dans le gamonte
femelle, les réserves protidiques grossissent, sont peu colorables et
ont jusqu'a 4 .

La quantité de paraglycogine est 2 peu prés la méme dans les
deux conjoints, mais les sphérules sont nettement plus grosses chez
la femelle que chez le mile,

La nature chimique des substances sexuelles cytoplasmiques

serait 2 préciser.



TECHNIQUES

I - PRELEVEMENT DES PIECES

Les échantillons de Nereis diversicolor sont placés, un
quart d'heure environ, dans un bain de MS 222 qui les anesthésie.
Sous binoculaire, on dissique l'animal pour mettre en évidence 1l'in-
testin dont on préléve un fragment de la zone postérieure, Celui-ci
ouvert longitudinalement est observé & plus fort grossissement ou
placé entre lame et lamelle sur la platine du microscopé. S'il présente
des petites boules blanchitres dans sa lumilres ou attachées a la pa-
roi, il s'agit de Grégarines : l'intestin est donc parasité. On prélave
alors soit des portions d'intestin isclé, soit des fragments de ver

dans les 2/3 pdstérieurs de l'animal,

IT - FIXATEURS

Les portions d'intestin isolées ayant au plus 5 mm sont
fixées directement. Les fragments de ver sont fixés 4'abord pendant
5 minutes, On leur enléve alors les parapodes et des portions de ver
de 5 mm sont coupées et remises dans du fixateur frais. Le temps de
fixation est variable selon le fixateur utilisé, lui-méme fonction de
la réaction histochimique qui sera réalisée par la suite,

On utilise

- le formol 3 1) 7 pour la mise en évidence de protides,
de glucides et de lipides

- le carnoy (deux heures de fixation), solution de chloro-
forme d'alcool absolu et d'acide acétique cristallisable, pour les
histones et le glycogine

- 1'alcool 3 37° glacé et 1l'acétone absolu dans le cas de

phosphatases basique et acide respectivement.
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II1 - INCLUSION DES PIECES

1- 4 la paraffine

Les pitces déshydratées par passages successifs dans 1l'al-
cool & 95°, puis 100°, sont imprégnées par deux bains de toluéne et
nises pendant une nuit dans un bain de paraffine 2 1'étude (53°). Les

blocs sont obtenus au moyen des Larres de Leuckart,

2- A la gélatine ppur les coupes A congélation

25 ¢ de gélatine en feuilles sont ajoutées 3 10 cc d'eau
et placées une heure a 1l'étuve (53°), La solution obtenue est filtrée
sur de la gaze & 1'étuve (37°).

Les pilces fixées au formol baignent dans le filtrat, pen-
dant une nuit & 1l'étuve (37°). Les blocs obtenus au moyen de moules

en verre glycérinés sont gardés dans une solution de formol & 10 %.

OV~ COUPE ET COLLAGE DES T IECES

Les coupes ont 6 & 7 H_d'épaisseur.

V - REACTIONS HISTOCHIMIQUES

A~ Recherche des protéines

1- Protéines totales par le Lleu de bromophénol mercurigue

+ Modifications de DONHAG

- Les pikces sont déparaffinées par 3 bains successifs de
toluéne, puis d'alcool absolu et $G° (comme avant toute coloration),

- puis plongées dans la solution colorante, dont la compo-
sition est : 1 % HgCl, + 0,95 % de bleu de bromophénol dans une solu-
tion aqueuse & 2 % d'acfde acétique - pendant 2 heures 2 température
ordinaire.

- rincées 5 minutes dans une solution acide acétique 0,5 %

- plongées dans 1l'alcool butylique tertiaire (qui évite le

rajustage de pH pour obtenir le bleu,
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- Le montage des lames et lamelles s'effectue aprés passa-
ges successifs dans 3 bains d'alcool a §6° et absclu et 3 bains de

toluéne, au baume du Canada en général.

2- Trotéines basiques. Démonstration par la méthode de ALFERT et
GESCHWINL (1953)

Your éviter le décollement des coupes, celles-ci sont col-

lodionnées apres déparaffinage.

La préparation est traitée 15 minutes au bain-marie bouillant
par une solution 2 5 % d'acide trichloracétique.

Laver dans 3 Dbains d'alcool 2 70°, 10 minutes chacun,
puis a l'eau distillée,

dn colore 30 minutes dans une solution & 0,1 7% de Fast
Green F,C.F, ajustée & pH 3-3,1 au moyen de soude & 1 7 utilisée
goutte & goutte,

On lave 5 minutes & l'eau distillée et passe directement

a 1'alcool a 66° avant de monter,

3- Détermination des radicaux &€lectropositifs totaux (amino +

guanidyl + imidazol) par 1l'acidophilie totale
+ Procédé de DEITCH (1955)

- Colorer 15 minutes par une solution & 1 7% de jaune naphtol

S (sel dipotassique de 1l'acide 2.4-dinitro-1 naphtol-7 sulfonique)
dans 1l'acide acétique a 1 %.

-~ Sans laver, les preparations sont différenciées dans de
l'acide acétique 1 % pendant 15 2 24 heures, puis essorées sur papier
filtre et déshydratées par l'alcool butylique tertiaire (qui n'extrait
pas le colorant au contraire de l'alcool éthylique).

- Apris passage au xylol, elles sont montées au baume. La
différenciation a pour objet 1'élimination de 1'excds de colorant
1ié de maniére lache au moment de la coloration. Elle atteint rapide-

mebt un équilibre stable.
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4~ Radicaux amino. Démonstration par la réaction de désamination

oxydative, Réaction 2 la ninhydrine-Schiff.
+ Procédés de YASUMA et ICHIKAWA (1953)

- Les coupes déparaffinées venant de 1l'alcool absolu sont
traitées par une solution & 9,5 % de ninhydrine pendant 5§ 2 24 heures
A la température de 37°€C ; et lavées quelques minutes 3 l'eau courante.

- Les préparations trempent ensuite pendant 30 minutes dans
le réactif de Schiff et sont rincées dans 3 bains successifs d'eau
sulfureuse fraichement préparée (eau distillée + bisulfite de sodium
+ acide chlorhydrique normal) de deux minutes chacun, -

- Aprls ringage & l'eau distillée, elles sont montées au

baume,

Les radicaux aminés libres sont colorés en rouge,

5- hadicaux SH - Démonstration par le ferricyanure ferrique

+ Procédé de CHEVREMONT et FREDERIC (1943)

- Les préparations sont traitées pendant 3 fois 6 3 8 minu-
tes dans 3 bains successifs du réactif suivant frafchement préparé
et filtré : solution a 0,1 7 de ferricyanure de potassium 25 ml

+ solution a 0,1 % de sulfate ferrique 75 ml

Le réactif ne se conserve que quelques heures et doit &tre
abrité de la lumidre vive,

- Lavées longuement A l'eau, les coupes sont montées de
préférence a l'huile de cidre car le baume du Canada détruit en quel-
ques semaines la coloration du bleu de Prusse.

Un résultat positif est marqué par des granules bleus ou
par un précipité collofdal’'bleu donnant 1l'impression d'une coloration

diffuse,

G- Radicaux SS + SH. Mise en ébidence par le tétrazolium alcalin

'+ Frocédé de GOMORI (1556)

Les préparations traitées une nuit par le mélange suivant
- thioglycérol 3 ml
- eau dis-illée 40 ml
~ tampon borate 0,5 M pH 3,5-5 , 10 ml
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Elles sont ensuite lavées et incubées 1 & 2 heures a 50° C
dans la solution préparée comme suit : A une solution de 1 g de cyanure
de potassium dans 10-15 ml d'eau, contenant une goutte de phénolphta-
léine, on ajoute de l'acide acétique M (environ & %) jusqu'd décolora-
tion (15 ml sont environ nécessaires), puis 20 ml de tampon borate
0,5 M, pi §8,5-3,0 et enfin une solution de 25 mg de chlorure de néo-
tétrazolium dans 5 ml d'alcool,

Filtrée, cette solution se conserve.

7- Radicaux phénol (= reste tyrosine).lémonstration par la réaction
de Millon,
a- Trocédé de BENSLEY et GERSCH (1633)

Ce réactif a l'avantage de s'‘employer a froid et donne une
réaction colorée durable au contraire de certains autres réactifs

- on dilue 400 cc d'acide nitrique concentré a2 1 1, au
moyen d'eau distillée. La solution repose 48 heures et on la dilue
alors de nouveau au 1/10e.

- La solution d'acide nitrique a 4 % ainsi obtenue est ad-
ditionnée de cristaux de nitrate mercurique en grand excés et aban-
donnée plusieurs jours jusqu'a complate saturation.

- On filtre, et 2 400 ml de la solution précédente, on ajou-
te 3 ml de la solution initiale 2 40 7 d'acide nitrique et 1,4 g de
nitrite de soduine.

- Les coupes, plongées pendant plusieurs heures dans ce
réactif présentent au bout de 3 heures en général une intensité suffi-

s ante.

Les protéines sont colorées en rouge ou en rose.
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b- Procédé de SERRA et QUEIRQZ-LOFES (1545)

- Les préparations sont plongées 30 minutes a 60° dans le
réactif suivant : sulfate mercurique 7,5 g + chlorure mercurique 5,5 g
+ sulfate disodique 7 g + eau distillée 35 ml + acide sulfurique 12,5
ml ; et aprés dissolution, on compléte 2 100 ml.

- Le réactif est refroidi et laissé 3 température ordinaire
pendant 10 minutes, puis dilué de moitié par agsdition d'un égal volume
d'eau distillée,

- La coloration est développée par addition de quelques
gouttes de solution frafche M de nitrite de sédium. Elle atteint son
maximum en 3 minutes,

SERRA et QUEIRQZ-LOPES monteat. la préparation et observent
dans la glycérine pure, LISON 2 l'huile de cédre obtient de bons

résultats,

5= Histones. Démonstration par le Millon différentiel,

+ Procédé de MIRSKY, FOLLISTER et RIS (1%46)

Les tissus sont fixés au Carncy, La teneur en protéine to-
tale est déterminée sur des préparations traitées par le Millon tri-
chloracétique ; la teneur en protéine non histone sur des préparations

traitées par le Millon sulfurique.

a~ Détermination par le Millon sulfurigue

Les coupes trempent dans 10 ml de réactif A dans une boite
de Pétri couverte et mise & 1'étude (30°)
Réactif A

- dans 100 ml d'acide sulfurique a 10 %, on dissout 10 g
de sulfate mercurique. Tour l'emploi, la solution mire est diluée
avec une égale quantité d'eau,

- aprés 5 minutes, on ajoute On5 ml d'une solution a2 1 %
de nitrite de sodium. On laisse ppparaftre la coloration pendant 25

-~

minutes ; on lave & 1'eau 10 minutes. Les coupes sont montées.



b~ détermination par le Millon trichloracétique

On procide comme précéderment mais en employant au lieu
du réactif A, le réactif D frafchement préparé : on dilue 5 ml d'acide
trichloracétique & 60 % (conservé a la glacitre) avec 5 ml d'eau et
0,5 g d'acétate mercurique.

L'excés de rdéactif est éliminé sur la lame qui est lavée
dans 3 bLains successifs d'alcool éthylique 2 70° pendant 15 minutes
au total, sans passer par l'eau ou les alcouols moins concentrés

qui alterent souvent les préparations,

D- Recherche des glucides

1- Glucides contenant le radical Glycol Démonstration far la réaction

a3 l'acide périodique -~ Schiff (PAS

a~- Réaction de TAS en milieu aqueux (coloration nucléaire

glychémalun fond : vert lumicrd)

+ Procédé de Mac MANUS (1646)

- Les coupes 3 la parnffine amenées 2 l'eau d'aprds la tech-
nique habituelle sont traitées 5 minutes par une solution a 3,5 %
d'acide périodique, puis lavées a 1' eau distillée,

- On les soumet ensuite 15 minutes par le réactif de Schiff.

- Rincées 2 minutes chaque fois dans trois bains successiis
d'acide sulfureux et lavées & 1l'eau courante, les préparations sont

montées au baume.

Le matériel TAS-positif est coloré en rouge pourpre.

b- Réaction de PAS en milieu acétique

Mac MANUS en 19483 et MOWRY en 1554 ont observé que l'acide

périodique en solution dans 1'acide acétique glacial donne, dans cer:
tains cas, des réactions plus intenses que lorsqu'il est utilisé en
solution aqueuse,

Le procédé est le méme que dans celui de Mac MANUS mais
l'acide périodique est utilisé en solution 2 0,5 % dans l'acide acé-

tique glacial,
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2~ Mise en évidence du radical Glycol. Démonstration par la réaction

acide chromique-Schiff (réaction de Dauer).

La technique a été mise au point par LISON (1949) en vue
de la recherche du glycogine,

- Les piices sont fixées au Carnoy.

- Les coupes déparaffinées sont plongées 2 minutes dans une
solution 3 1 7. de cellofdine dans un mélange 2 parties égales d'éther
anhydre et d'alcool absolu et séchées vaerticalement 1 minute.

- La cellofdine est durcie au passage des lames pendant 3
minutes dans l'alcool & 70° et ringcage 2 1l'eau.

4 - Les préparations sont traitées 1 heure par une solution
a4 4 7 d'acide chromique, lavées 5 minutes 2 1l'eau courante,

- Elles trempent ensuite dans le réactif de Schiff, sont
rincées 3 minutes dans 3 bains successifs d'eau sulfureuse, puis la-
vées 5 minutes 3 1'eau courante et passées dans 1'alcool 2 70° et 90°,
On dissout le collodion par un séjour de 3 minutes dans l'alcool-

éther, Les coupes sont montées au baume du Canada,

Le matériel Dauer positif est rouge pourpre,

3- Glycogine., Démonstration par la réaction au PAS~Dimédon,
+ Procédé de DULMER (145%)

Dans ce procédé, le glycogéne est mis en évidence par la
réaction du YAS. Un traitement par le dimédon pratiqué entre 1l'acide
périodique et le réactif de Schiff supprime la coloration des subs-
tances FAS-positives autres que le glycogéne.

Les préparations collodionnées sont traitées 10 minutes par
1'acide périodique a 0,5 % , lavées A l'eau courante et apris passage
par la série montante des alcools, elles trempent dans une solution
4 5 % de dimédon dans l'alcool absolu pendant 3 heures a 60° C,

- Rincées a l'eau, elles sont plongées dans le réactif de

Schiff 10 minutes.



4- Coloration par le carmin de Dest

- On colore fortement au glychémalun qui permet de donmer
au noyau une teinte viclette et aprés différenciation dans 1'alcool
chlorhydrique on traite les préparations par le carmin dé Best étendu
(carmin de Dest 2 volumes + ammonigque 3 volumes + alcool méthylique
3 volumes), On les différencie alors dans un mélange alcool méthylique
+ éthylique + eau distillée pendant 5 minutes. Elles sont montées au

baume .

Le glycogéne est coloré en rouge.

5- tAS~salive. Identification du glycogeéne par la digestion de la
ptyaline ou par l'amylase (LILLIE, 1954)

Ce test s'effectue sur des préparations non collodionnées,
traitées 15 2 30 minutes par de la salive en récipient fermé et humi-~
difié a 37° C. Lavées 2 l'eau et déshydratées par les alcools de titres
croissants jusqu'd 1l'alcool absolu, elles sont collodionnées et trai-

tées par la réaction du P.A.S,

Le glycogéne n'apparalt plus dans la préparation,

6- Détermination de mucopolysaccharides acides par le Bleu Alcian,
combiné avec une coloration de fond éosine + orangé G

Les mucopolysaccharides acides sont révélés en bleu.

Le noyau en orangé et le fond rose.

7- Le muci-carmin MASSON (1510)

Les préparations sont &'

abord traitées au Glychémalun, lavées

a l'eau, puis colorées quelques minutes 3 froid par le jaune de métha-

nile en solution aqueuse 2 5 % dans 1'eau acétifiée 2 5 %, Elles sont

ensuite lavées et mises 2 heures 3 froid dans le muci-carmin de MAYER

a 10 %. |
Les mucopolysaccharides sont rouges sur fond jaune, les

noyaux violets.
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C- Recherche 'des lipides

1- Les lipides en général

Les coupes aprds congélation sont transférées de 1'eau dans
1'alcool 3 55° pendant 39 secondes, puis colorées 15 minutes dans une
solution A saturation de noir Soudan B dans l'alecool 2 55°.0u de
Kouge Soudan, Elles sont ensuite rincées pendant 30 secondew dans

1'alcool & 50°, 1'eau distillée et montées dans la glycérine.

2- Les lipides A& caractére acidique. Démonstration par le bleu de Nil

Les coupes aprés congélation sont colorées 10 minutes dans
une solution & 1 % de sulfate de bLleu de Nil, lavées rapidement et
différenciées dans l'eau acétique 2 1 % jesqu'a teinte uniforme, elles

sont rincées et montées 3 la glycérine.

Les lipides a carackére non acidique sont colorés en rose,
ceux 2 caractére acidique en bleu de méme que divers é&léments baso-

philes non lipidiques.

D~ Recherche des enzvymes

-

Je me suis limitée & la détermination d'enzymes catasylant
des réactions d'hydrolyse dans le groupe des Fhosphatases, qui hydro-
lysent les esters phosphcriques, et parmi elles : les phosphomonoes-

térases,

1- Fhosphatase alcaline. Frocédé de GOMORI (1539) au calcium cobalt
variante de DANIELLI (1%46)

- Les coupes déparaffinées sont lavées et incubées a 1l'8tu-
ve a 37° pendant 2 2 45 heures dans le mélange suivant : glycérophos-
phate de sodium & 2 %, 20 nl + véronal sodique 2 2 % 20 ml + nitrate
de calcium a 2 % 10 ml ; eau distillée, 50 ml ; puis rincées dans

une solution & 2 7 de nitrate de calcium,
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Traitées pendant 2 minutes par une solution & 2 % de nitrate
de cobalt, elles sont rincées dans l'eau distillée et passées 1 minute
dans une sclution diluée de sulfure d'ammonium (5 & 10 gouttes de la
solution commerciale dans 50 ml d'eau) et de nouveau rincées 3 1l'eau

courante avant de les monter au baume.

2- Phosphatase acide. Démonstration par le procédé de GOMORI au plomb

Variante de GOMORI (1550)

Les pidces gont fixées 24 heures en tout dans 1'acétone
absolu froid (0 A 4°) rencuvelé 3 fois.

Les coupes déparaffinées par le tolulne sont ccnduites
ensuite dans l'eau en utilisant 1'acétone au lieu de 1'alcool comme
intermédiaire (acétone absolu =- acétone 2 35° - acétone 2 70° - eau
distillée),

Elles sont alors incubées 20 2 24 heures en moyenne et
jusqué 43 heures A 1l'étuve (37°) dans un mélange filtré de 5 ml de
solution stock I avec 50 ml de solution II

- Solution I : tampon 2 l'acétate 0,05 M, pH 5 eontenant
1,2 g de nitrate de plomb par litre

- Solution IT : solution 0,1 M (environ 3 %) de gzlycéro-
phosphate de sodium,

Rincées 30 minutes dans l'eau distillée renouvelée 6 2 3
fois afin d'éliminer tout excds de sel de plomh, et passées dans le
sulfure d'ammonium dilué, elles sont de nouveamu rincées et montées

au baune,



DSERVATIONS ET LISCUSSIONS

- RECHERCHE DES GLUCIDES

Selon LISON, il n'y a pas de doute actuellement que la
plupart des substances PAS-positives présentent,soit des polysaccha-
rides, soit des fractions glucidiques. On constate que 1l'endoplasme
de la Grégarine est bourré de grains rouges pourpres dont la densité
atteint un maximum au contact de l'ectoplasme et du noyau qui en
sont dépourvus (fig. 1).

Le carmin de Dest révile l'existence de glycogéne sous
forme de sphérules d'un rouge intense, plus nombreuses en périphé-
rie et dans la région qui sépare le noyau de la zone d'attache ec-
toplasmique du parasite, Elles limitent au sein de l'endoplarme des
plages d'un rouge plus pile ot sont encore disséminées d'autres sphé-
rules, semblables aux premicres, L'ectoplasme et le noyau donnent un
résultat négatif et sont bleu-violacé. Cette méthode siire colore le
glycogene, difficile a déceler, mais aussi d'autres éléments : la
mucine, la fibrine, les corps amyloides (fig. 2).

La réaction de Dauer permet de mieux caractériser le gly-
cogene et de le séparer des substances qui se colorent aussi par le
Carmin de Dest. LANGERON se base pour affirmer cela "qu'il y a rare-
ment coexistence de plusieurs polysaccharides'. Nous observons une
image analogue & la précédente pour la localisation du colorant,

Aucune réaction histochimique (PAS-Bauer ...) n'est vraiment
spécifique pour le glycogéne. Le contrSle s'effectue au moyen de la
digestion salivaire qui dissout intégralement le glycogéne en un temps
fort court, La grégarine semble vide et ne présente plus qu'une mem-
brane limitante externe et un noyau alors que dans 1'épithélium intes-

tinal environnant subsistent d‘autres zlucides,



Avec le bleu Alcian (fig. 3) on montre l'existence de muco-
polysaccharides acides, sous forme de gros grains bleus, plus abon-
dants dans la zone postérieure et 2 la limite périphérique de 1l'en-
doplasme, L'ectoplasme et la zone antérieure semblent dépourvus de
ces formations. Cependant aprés la réaction au muci-carmin spécifique
des mucopolysaccharides acides, révélés ici en rouge, c'est l'ecto-
plasme et la zone antérieure qui donnent le maximum de coloration en

une granulation plus dense (fig. 4).

Les trophozoTtes poss&édent donc une réserve zlucidique trés
importante localisée essentiellement dans l'endoplasme. L'ectoplasme
et le noyau en sont dépourvus bien qu'il faille faire une réserve a
propos de la réaction au muci-carmin qui témoignerait en faveir de
mucopolysaccharides acides dans la zone de fimation du parasite., Cette
réserve glucidique se compose essentiellement de glycogéne en sphéru-
les et d'autres substances glucidiques, des mucopolysaccharides acides
en particulier,

JOYET-LAVERGNE (1526) décrit des sphérules de paraglycogine
dont "le centre de la sphérule prend l'aspect d'une zone plus bril--
lante et plus colorée" aprés la coloration au bleu de méthyle par la
méthode de MANN, Il a complété cette réaction par eelle de 1l'iode et
constate 'que les sphérules de paraglycogine sont colorées par 1'iode,
le corps central apparait incolcre bordé par une fine raie noire., Peu
a peu, on assiste & la décoloration de la sphérule 1'iode venant se
condenser dans le hile qui bient3t apparait en noir sur une sphérule
incolore". De ces faits, il en déduit que "la structure du paragly- '
cogéne est analogue & celle d'un grain d'amidon", Cependant, il précise
"j'ai cherché 2 le déceler par diverses méthodes classiques de recher-
ches du glycogéne : de FISCHER (1%05), de DEST (190¢), VASTARINI (1509)
et MAYER (1509) ; les résultats ont été négatifs", ‘

Or, nous avons précédemment observé que la réaction au cat-

min de BEST donne un excellent résultat positif.
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En outre, GRASSE (1553) signale que '"le paraglycogéne se
rapproche beaucoup par sa composition et sa structure de 1l'amidon"
et "que par ma masse 1l représente une partie importante de la gréga-
rine",

Les réactions histochimiques ne peuvent nous montrer la
présence de hile dans les sphérules., Cependant, noaus pouvons penser
que la masse principale de la grégarine posséde les caractéres histo-

chimiques du glycogine.

IT -_RECHERCHE DES LIYVIDES

Les colorants utilisés pour la mise en évidence des lipides
ne sont pas ionisés et non ionisables. La coloration qu'ils communi-
quent se fait par un mécanisme purement physique de dissolution ou
n'interviennent pas de réactions entre groupes ionisés. Ils sont so-
lubles dans les corps gras et leurs solwants, mais insolubles dans
1'eau, Ces méthodes démontrent l'existence de radicaux hydrophobes,
qui est un des caractéres essentiels des lipides et d'eux seuls.

Cependant, les réactions de détermination des lipides n'ont
pas été trés probantes, en particulier celles avec le noir Soudan 3
et le bleu de Nil. On peut en trouver les causes grace a CAIN (1%47):
qui, s'appuyant sur les travaux de KAUFMANN et LEHMANN (1926) et sur
ses propres recherches, conclut qu'on peut distinguer au moyen du
bleu de Nil, les lipides neutres colorés en rouge, les acides gras et
les phospholipines en bleu, Mais les lipides 3 1'état solide ne se co-
lorent pas : il faut opérer 2 chaud vers 60° C. D'autre part, les acides
gras ne se colorent en bleu qu'en solutions tris diluées de bleu de Nil,
car avec les solutions fortes seul 1l'acide oléique se colore intensé-
ment. Or, les coupes n'ont pas été traitées & chaud et il est possible
que le colorant n'était pas assez dilué, ‘

Néanmorins, la coloration au kouge Soudan (fig. 5) permet
de déceler la présence de yranules rouges ayant souvent une zone
concave moins chromophile, Tarfo isy, les granules sont moing nets et
le cytoplasme présente une coloration plus diffuse., L'ectoplasme res-

te incolore,
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JOYET-LAVERGNE (1526) signale chez Gregarina polymorpha
que chez "certaines formes intra-épithéliales, les granules ne sont
pas trés distincts, le cytoplasme est alors imprégné de lipoides”
et de méme chez Gregarina cuneata,

On peut cependant penser que les lipides comme les glucides

entrent parmi les réserves des grégarines.

- RECHERCHE DES FROTILES

Nous avons étudié les réactions des protéines totales puis
nous avons essayé de les déterminer par des réactions de plus en plus

spécifiques.

Si la méthode du BIURET, spécifique des liaisons peptidiques,

s'est révélée négative, d'autres ont donné des résultats plus démons-
tratifs, en particulier celle avec le bleu de bromophénocl mercurique
qui désigne les protéines totales, Les grégarines soumises 2 son ac-
tion présentent des zones d‘'intensité différentes (fig. 6-7), La colo-
ration se localise fortement sur 1l'ectoplasme ; le noyau et son nu-
cléole en particulier et s'atténue sur l'endoplasme. Sur eelui-ci,
elle se concentre en un réseau granuleux entre les mdilles duquel
persistent de petites alvéoles incolores., La densité des grains de

ce réseau décroft au fur et A mesure que l'on s'éloigne de l'ectoplas-
me et croit de nouveau dans la zone périnucléaire. Ils sont nettement
plus petits que les sphérules de glycogiéne. On remarque parfois des
tdches plus sombres et éparses dans l'endoplasme. La zone antérieure
dite de fixation trés dense montre un aspect fibrillaire marqué par
des lignes plus sombres, D'autre part 2 la périphérie, la grégarine
possede des prolongements ectoplasmiques trés chromophiles.

Nous avons observé des résultats presque identiques en
traitant les préparations 2 la ninhydrine-Schiff et au Fast Green, La
ninhydrine est spécifique des radicaux aminés révélés en rouge. Selon
SERRA et QUEIROZ-LOFES (1545) l'intensité de coloration varie avec

la nature de l'amino-acide et de sa liaison avec les peptides, Elle
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se porte essentiellement sur 1l'entoplasme périphérique, la zone
antérieure plus étendue et l'endoplasme comme précédemment (fig. 3).
Mais comme pour le Fast Green, elle ne met pas le nucléole en évi-
dence, Avec eelui-di, de petites plages périnucléaires se concen-
trent dans l'endoplasme (fig. 9).

Les formes libres présentent une zone effilée trés colorée
souvent cpposde au novau (fig.1e).

La méthode du Fast-Green (fig. Y, 10, 11) est spécifique
de protéines basiques. Les acides nucléiques qui souvent entrent en
compétition avec elles pour la capture du colorant ont été extraits
2 chaud par l'acide trichloracétique 2 5 %, 4 pH 3, la fixation du
colorant par les protéines basiques est influencée par le nombre et
la position des groupes carboxyles qui cxistent alors ..us forme d4'a-
nions,.B'intensité de la coloration n'exprime donc pas le nombre total
de groupes basiques dans la protéine mais seulement le fait qu'il y a
exces de groupes basiques sur les groupes acidiques.

Nous observons des images identiques aprds traitement au
jaune naphtol S en nmilieu acide (DEITCH, 1955) qui met en évidence
les radicaux basiques (imidazol + amino + gnanidyl) (fig. 12-13). En
effet quand une protéine (LISON, 1960) est placée dans une solution
trés acide, tous les radinaux carboxyleg passent A 1'état non ionisé,
et les radicaux basiques a 1'état ionisé. La protéine fixe des anions
et la capacité totale de fixation de ces anions, dépend uniquement du
nombre total des groupes basiques ionisés. Elle est indépendante de
1'anion, Par conséquent en solution trés acide, la capacité de colora-
tion par les colorants acides (dont la partie colorée est 1'anion)
dépend seulement du nombre de groupes basiques,

En essayant d'identifier les protéines, les réactions n'ont
pas été démonstratives, La détection des radicaux S5 et SH selon la
méthode de GOMORI (1956) est nulle. Cependant LISON (1$60) indique

que sa sensibilité est bonne. Te sel de tétrazoliul en présence du
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cyanure de potassium réduit les SS en SH (BARNETIT et SELEGMAN, 1952 ;
TEARSE, 1953). Une alcalinité élevée est nocive mais 2 pH <;é 11, 1le
cyanure réduit mal les groupes 55 d'od un prétraitement réducteur par

le thioglycérol, Rien n'a été coloré malheureusement,

Cependant, le test de CHEVREMONT et FREDERICQ basé sur la
réduction du ferricyanure ferrique incolore, en ferrocyanure ferrique
#u bleu de Frusse, par l'action du radical SH donne un résultat, La
coloration se localise uniquement dans l'ectoplasme et le noyau en un
précipité colloidal bleu trés fin. Cette méthode qui est une adaptation
d'une technique de MASON (1%30) pour l'estimation du glutathion ré&duit
n'est pas spécifique des groupes SH mais est aussi positive avec
nonbre de substances 2 caractére réducteur comme les propigments mé-
laniques et les granules des cellules argentaffines de L'intestin.

Les réactdons de MILLON pour la mise en évidence d'histones

et le liquide de MILLON pour les radicaux aromatiques ont été négatives,

Ces résultats nous montrent la présence de protéines basiques
essentiellement, localisées dans 1l'ectoplasme, la membrane nucléaire’
et le suc nucléaire, la zone de fixation et quelques padages périnu-
cléaires ol elles semblent trés abondantes. L'endoplasme en est moins
riche et les protides y forment un réseau alvéolaire plus net dans 1és
formes intraépithéliales (fig. 9) que dans les formes libres (fig. 10)
ot ils sont en fines granudations et paraissent plus nombreux, Le nu-
cléole pogitif au bleu de bromophénol, négatif aux autres réactions,
contient donc des protéines non basiques.

JOYET-LAVERGNE (152¢) signale l'existence de réserves albu-
minofdes peu abondantes chez les Grégarines et parmi "les éléments qui
se rapprochent de ces réserves, l'alvéoline de FRENZEL (18%2)". Son
étude histologique lui a permis d'arriver a une plus grande précisioﬁ :
"elle montre que la trame des alvéoles est constituée par une substance
albuminofde fondamentale', Elle correspond au réseau que nous avons '
décrit dans l'endoplasme. L'alvéoline serait donc de nature protidique

basique par la présence de radicaux amino, guanidyl et imidazol sugtout.
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IV - RECHERCHE DES ENZYMES I'HOSTHATASES

Apris le traitement de GOMORI, dans le cas de la phosphatase
basique, les trophozofites présentent leur ectoplasme et noyau colorés
en noir ainsi qu'une zone dite de fixation (fig. 14). Dans le cas de
la phosphatase acide, la coloration se porte aussi dans l'endoplasmé
de facon assez diffuse (fig. 15).

Les phosphatases ou phosphomonoestérases catalysent 1'hydro-
lyse des monoesters de l'acide orthophosphorique en acide phosphorique
et alcool ou phénol,

H O HO

NT0-0% 4 OH - He NpPO-0H+ROH
P >
5o Ho

R désigne le radical organique.

Ces enzymes qui agissent sur les substrats de constitution
la plus diverse pourvu qu'elles renferment la liadson phosphorique
caractéristique sont dites "non spécifiques",

La technique de GOMORI pour la phosphatase basique utilise
la capture de l'ion phosphate par 1'ion calcium au moment de sa libé-
ration par l'enzyme. Elle est désignée comme "méthode de Gomori au
calcium".le phosphate libéré précipite sous forme de phosphate de
calcium. Aprés l'incubation dans une solution de glycérophosphate de
sodium tamponnée 3 pH 9,4 par un tampon véronal sodique et additionnée
de nitrate de calcium, le phosphate de calcium est visualisé par trans-
formation successive en phosphate de cobalt, puis en sulfure de cobalt,
La suite des réactions comprend donc trois temps successifs dont le
premier est l'incubation et les deux autres sont des temps de visua-
lisation,

I Glycérophosphate > Glycérine + phosphate de Ca

IT1 TPhosphate de Ca + nitrate de Co  phosphate de Co

I1I FThosphate de Co + sulfiure de NHA-—~9 sulfure de cobalt



Selon LISON, la méthode de GOMORI souffre de défauts au
point de vue localisation et les réactions positives observées dans
le noyau ne sont pas une preuve suffisante.

Pour la phosphatase acide, la méthode est semblable mais
1'ion phosphorique 1ibéré par l'enzyme ne peut &tre précipité sous
forme de phosphate de calcium soluble au pH 4,7 du milieu. La pré-
cipitation est assurée sous forme de phosphate de plomb qui est fi-

nalement visualisé en sulfure de plomb noir,
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CONCLUSTIORN

Cette contribution 2 1'étude histochimique de la Grégarine
Lecudina tuzetae permet de mettre en évidence

- la nature des réserves endoplasmiques essentiellement
glycogénique et lipidique, englobées dams les mailles d'une trame
alvéolaire 3a caractire protidique basique.

- la présence de protéines basiques dans 1l'ectoplasme, la
zone de fixation et le noyau ; de protéines ndn basiques dans le nu-
cléole

- la localisation de la phosphatase basique surtout dans
1'ectoplasme et le noyau qui seraient ainsi le sitge de phénoménes

d'hydrolyse.

11 semble qu'il y ait une grande ressemblance entre les
phénoménes d'abgsorptiosn du trophozofte et 1'absorption des eellules

intestinales qu'il parasite,
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Fig., 1 - Réaction au PAS -
Mac Manus
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Fig. 3 - Réaction au bleu
Alcian.

Forme libre

nu : nucléole

m.p : mucopolysacchari-
des acides

Fig. 4 - Réaction au Muci-carmin

Recherche des nmucopolysac-
charides acides.

Forme intraépithéliale.

L : lacune




- kéaction au Rouge Soudan, Coupe transversale,

1i : granules lipidiques



Fig. 6 - Réaction =u bleu de
o
Bromo phéno 1s

Recherche des protéines
tutales
Forme libre

p.p : plages périnucléaires
protéiniques

Fig. 7 - Réaction au bleu de
Bromophénol,

Forme libre




Fig. - Réaction a la ninhy-
drine - Schiff,

Recherche des radicaux
anino,

16i. : limite de 1'épithélium
intestinal

Za : zone antérieure

n : noyau
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Fig. % - Réaction au Fast Green
Recherches des protéines basiques

Coupe transversgse d'une forme
intra-Zpithéliale.

1 : lacune
pp : plages protéiniques
périnucléaires.




Fig. 11 - Réaction au Fast
Green,

Coupe longitudinale
d'une forme intraépithéliale

Fig. 10 - Réaction au
Fast Green,
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Fig. 12 - Réaction de Deitch
au jaune naphtol §
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Fig, 15 - Réaction de Gomori au

plomb,

Recherche de la phosphatase
acide

Forme libre

Fig. 14 - Réaction de Gomori

au calcium - cobalt

Recherche de la phosphatase
alcaline.

Forme intra épithéliale

L : basale de 1'épithélium
intestinal

t.c : tissu conjonctif

P

é.i : épithélium intestinal




