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 الملخص

ᢝ   السوائل  لت᙭بᘭت  جدᘌدة   صيغ  عن   الᘘحث  عᣢ  دراسᙬنا   ركزت ᡨᣎمكن   الᘌ   تحافظ   أن  ᣢل  عᝏاᘭئات  الهᗫᖂة   والجᗫᖔالخل 

᛿   ᢝمثᘘت   الأخᢕᣂ   هذا  ᛒستخدم  .للفورمالديهاᘌد   ᗷدᘌلة  كحلول  ،  المختلفة ᡧᣎة  للدراسات  روتيᘭجᘭة  ال سᘭجᘭة  وال سᘭن    ،  المرض᜻د  له ولᘌاستخدام  تم.  العيوب  من  العد  

 ᡧ ᢕᣌغتᘭت  سائل   من  صᘭب᙭2:  إف  و  1  إف  الت  ᣢحول  أساس  ع᜻والملح  ال  ᣢع   ᢝᣠت  قوة  مقارنةتمت   .التواᘭب᙭ت  وجودة  التᘭب᙭الموجودة  تلك  مع  الت   ᢝ ᡧᣚ  10  ٪  

ة   ᗷعد  الت᙭بᘭت  مدة   ᛿انت  .والأمعاء   والᣢᝣ  والᘘ᜻دᘌة  والقلبᘭة  العصᘭᙫة  الأᙏسجة  :وᚱستارفأر   من   مختلفة  أᙏسجة  خمسة  ᗷاستخدام  ،  )و (  الفورمالديهاᘌد ᡨᣂو  7  ف  

ات هذه   ᗷعد  .يوما   21  و  14 ᡨᣂتم  ،  المختلفة   الف   ᢕᣂسجة   تحضᙏا  الأᘭجᘭسᙏ  خها  ثمᘭل  تلطᘭسᚱᖁ᜻الᗷ   ᢝ ᢔᣑسل(  البنفسᛳللدماغ  )ن   ᡧ ᢕᣌلᘭماتوكسᘭن    والهᗫسجةواليوزᙏللأ  

  لم  1  إف  المثᘘت  :أن   النتائجأظهرت    ،  إف  المثᘘت  مع  ᗷالمقارنة.  المختلفة  للأᙏسجة  المجهᗫᖁة  للب ᘭة  مجهᗫᖁة  ملاحظات   إجراء  أجل   من   الأخرى 

ᡧ   وألᘭاف  الخلاᘌا  أجسام  عᘌ   ᣢحافظ ᢕᣌلᘌسجة  الماᙏة  للأᘭᙫات  جميع  خلال  العص ᡨᣂة   من   ،  الفᘭت  حافظ  ،  أخرىناحᘘ2  إف  المث  ᣢل   هذه  عᝏاᘭدا  الهᘭوتم  ،  ج  

ᢝ   ضعᘭف  حفظ  تأثᢕᣂ   له  2  إف   المثᘘت  أن   يᘘدو   ول᜻ن  ، فقط   أᘌام  7  لمدة  1  إف  المثᘘت  ᗷاستخدام  القلب  أᙏسجة  عᣢ  الحفاظ ᡧᣚ  ات   جميع ᡨᣂالحفاظ  تم  .الف  

 ᣢسجة  عᙏد  أᘘ᜻شᜓل  الᚽ  دᘭة  جᘌتمع   للغاᘘة  من   ،  1  إف  مثᘭت  قام  ،  أخرى  ناحᘘ2  إف  مث   ᢕᣂالحفاظ  وتم  ،  سلامته  بتغي  ᣢسجة  عᙏة  الأᗫᖔلᝣاستخدام  الᗷ  

  يوما  14  إᣠتصل   لمدة  المعᗫᖔة  الأᙏسجة  عᣢ  الحفاظ  تم  2.  إف  مع  الت᙭بᘭت   من  يوما   ᗷ  14عد  ظهرت  الأثᗫᖁة  القطع  أن   ᗷاسᙬثناء  ،  2  وលف 1  إف  مثᙫتات 

  عᣢ  للحفاظ تجنᘘه ᘌجب ول᜻ن  ، والᣢᝣالᘘ᜻د   لأᙏسجة   جᘭد  مثᘘت  هو   1  الفورمولا   أن   الاسᙬنتاج  ᘌمكن  لذلك  2.  الفورمولا   مع  أᘌام   7  و   1  الفورمولا   مع

  خارج   المصفوفة  عᣢ   للحفاظ مناسب غᢕᣂ   فهو ذلك  مع  وᗖالتوازي ، العصᘭᙫة  للأᙏسجة ممتازة حافظة  مادة فهو ،  2  للفورمولا   وᗖال سᘘة .ᗷالدهون  الغنᘭة  الأᙏسجة

 .  الخلᘭة

 المجهري   الب ᘭة ،  الᘘدᘌل المثᘘت  ،  الفورمالديهاᘌد  ،  الت᙭بᘭت  ،  ال سيج  :المفتاحᘭة  الᝣلمات 
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Résumé 

Notre étude a porté sur la recherche de nouvelles formules de liquide fixateurs qui 

pourraient préserver les différentes structures et molécules cellulaires, comme solutions 

alternatives au formaldéhyde. Ce dernier est utilisé comme fixateur de routine pour les études 

histologiques et histopathologique, cependant il présente plusieurs inconvénients. 

Deux formulations de liquide fixateurs F1 et F2 ont été utilisée : respectivement à base 

d’alcool et à base de sel. Le pouvoir fixateur et la qualité de fixation ont été comparés avec 

ceux du formaldéhyde (F) à 10%, en utilisant cinq tissus différents du rat Wistar : le tissu 

nerveux, cardiaque, hépatique, rénal et intestinal. La durée de fixation était après une période 

de 7, 14 et 21 jours. Après ces différentes périodes, les tissus ont subi une préparation 

histologique puis une coloration au violet de crésyl (Nissl) pour le cerveau et l’Hématoxyline 

et Eosine pour les autres tissus afin de réaliser des observations microscopiques de 

microstructure tissulaire des différents tissus. 

En comparaison avec le fixateur F, les résultats ont montré que : le fixateur F1 n’a pas 

préservé les corps cellulaires et les fibres myéliniques du tissu nerveux pendant toutes les 

périodes, par contre le fixateur F2 a bien préserver ces structures, le tissu cardiaque a été 

préserver avec le fixateur F1 juste pour 7 jours, mais le fixateur F2 semble avoir un faible effet 

de conservation dans toutes les périodes. Le tissu hépatique a été très bien préserver avec le 

fixateur F1, en revanche le fixateur F2 a altérer son intégrité, le tissu rénal a été conserver 

avec les deux fixateurs F1 et F2, sauf que des artefacts sont apparue après 14 jours de fixation 

avec le F2. Le tissu intestinal a été préserver jusqu'à 14 jours avec le F1 et 7 jours avec le F2. 

On peut donc conclure que le F1 est un bon fixateur de tissue hépatique et rénal, mais il faut 

l’éviter pour la conservation des tissus riche en lipides. Et pour le F2, il est un excellent 

conservateur de tissus nerveux, en parallèle il ne convient pas à la préservation de la matrice 

extracellulaire. 

Mots clés : Tissu, fixation, formaldéhyde, fixateur alternatif, microstructure 
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Abstract 

Our study focused on finding new liquid fixative formulas that could preserve various 

cellular structures and molecules, as alternatives to formaldehyde. The latter is used as a 

routine fixative for histological and histopathological studies, but it has several drawbacks. 

Two liquid fixative formulations, F1 and F2, were used: alcohol-based and salt-based, 

respectively. The fixative power and fixation quality were compared with those of 10% 

formaldehyde (F), using five different Wistar rat tissues: nervous, cardiac, hepatic, renal, and 

intestinal tissue. The fixation duration was 7, 14, and 21 days. After these different periods, 

the tissues underwent histological preparation and then stained with cresyl violet (Nissl) for 

the brain and hematoxylin and eosin for the other tissues to perform microscopic observations 

of the tissue microstructure of the different tissues. 

Compared with F fixative, the results showed that: F1 fixative did not preserve the cell 

bodies and myelin fibers of the nervous tissue during all periods, on the other hand, F2 fixative 

preserved these structures well, cardiac tissue was preserved with F1 fixative only for 7 days, 

but F2 fixative seems to have a weak preservation effect in all periods. Liver tissue was very 

well preserved with F1 fixative, on the other hand, F2 fixative altered its integrity, kidney tissue 

was preserved with both F1 and F2 fixatives, except that artifacts appeared after 14 days of 

fixation with F2. Intestinal tissue was preserved up to 14 days with F1 and 7 days with F2. We 

can therefore conclude that F1 is a good fixative for liver and kidney tissue, but it should be 

avoided for the preservation of tissues rich in lipids. As for F2, it is an excellent preservative 

for nervous tissue; however, it is not suitable for preserving the extracellular matrix. 

Key words : Tissue, fixation, formaldehyde, alternative fixative, microstructure 
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INTRODUCTION  

La conservation adéquate des biospécimens est une étape cruciale pour garantir 

l’intégrité morphologique, histologique et moléculaire des échantillons destinés à l’étude 

diagnostique ou à la recherche biomédicale (Bancroft & Gamble, 2020). Parmi les différentes 

méthodes de conservation, la fixation chimique reste la plus couramment utilisée en 

histopathologie pour prévenir l’autolyse et la dégradation enzymatique des tissus (Kiernan, 

2000). Le formaldéhyde, principalement sous forme de solution aqueuse à 10 %, est le fixateur 

de routine depuis plus d’un siècle grâce à sa capacité à induire des réticulations covalentes 

entre les groupements amines des protéines, assurant ainsi une stabilisation 

tridimensionnelle des structures cellulaires (Titford, 2009). Toutefois, le formaldéhyde 

commercial contient généralement une proportion de méthanol (4 à 15 %) ajouté pour 

empêcher la polymérisation spontanée du formaldéhyde libre en paraformaldéhyde (Fox et 

al., 1985). Or, la présence de méthanol peut accentuer certains effets de masquage 

antigénique au niveau des épitopes protéiques, réduisant ainsi la sensibilité des techniques 

immunohistochimiques et nécessitant des étapes supplémentaires de récupération 

antigénique pour exposer à nouveau les sites de liaison des anticorps (Werner et al., 2000). 

Cette contrainte technique peut altérer la qualité et la reproductibilité des analyses 

immunohistochimiques, particulièrement lors de l’étude de marqueurs faiblement exprimés. 

En parallèle, l’utilisation du formol présente des inconvénients majeurs pour la santé humaine 

et la sécurité des personnels de laboratoire. Classé cancérogène avéré pour l’homme 

(groupe 1, CIRC), le formaldéhyde est reconnu pour ses effets irritants et sensibilisants sur les 

voies respiratoires et les muqueuses oculaires (IARC, 2018). Une exposition chronique peut 

entraîner des troubles respiratoires, des dermatites de contact et augmente le risque de 

cancers nasopharyngés et de leucémies myéloïdes (Swenberg et al., 2013). Ces considérations 

toxicologiques soulignent la nécessité de développer et d’évaluer des fixateurs alternatifs 

moins nocifs, tout en conservant des performances comparables en termes de préservation 

morphologique et de compatibilité avec les techniques histologiques et 

immunohistochimiques modernes. Pour toutes ces raisons, nous avons souhaité formuler des 

fixateurs alternatifs, à base d’ingrédients moins toxiques, capables de préserver au mieux la 

morphologie des tissus et de rester compatibles avec les techniques immunohistochimiques.  

Dans ce travail, nous avons formulé deux fixateurs alternatifs. Le premier est à base d’alcool, 
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connu pour son pouvoir coagulant et sa capacité à préserver la cohésion cellulaire tout en 

limitant la rétraction tissulaire (Carson & Hladik, 2009 ; Fox et al., 1985). Le second est un 

fixateur à base de chlorure de zinc, reconnu pour son effet précipitant des protéines et sa 

capacité à stabiliser les membranes lipidiques (Hayat, 2000 ; Kiernan, 2000). 

Dans ce contexte, plusieurs questions ont été posées :  

- Est-ce que nous peux formuler un nouveau fixateur moins toxique ? Peut-il 

maintenir la même matrice extracellulaire ? 

- Est-ce que ce fixateur peut conserver toutes les biomolécules de corp ?  

- Est-ce que ce fixateur peut préserver la morphologie et la qualité des tissus 

pour les analyses immunohistochimie ? 

 

L’objectif principal de cette étude est de comparer la qualité de fixation histologique 

entre un fixateur standard à base de formaldéhyde à 10 % et deux fixateurs expérimentaux : 

le premier formulé à base d’alcool, le second à base de sels. Cette comparaison vise à évaluer 

l’efficacité de chaque fixateur en fonction du type tissulaire, afin d’identifier une alternative 

moins toxique tout en préservant la morphologie et la qualité des tissus pour les analyses 

histologiques 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE Ⅰ : 
 

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 
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I. Méthode de conservation d’un bio-spécimen   

1. Définition d’un bio-spécimen  

Un biospécimen est un matériau biologique prélevé sur un organisme vivant 

(humain ou autre), destiné à la recherche scientifique, à l’analyse          médicale ou à 

l’enseignement. Il comprend un large éventail de matériaux : tissus, cellules, fluides 

biologiques. Ces échantillons sont systématiquement collectés, traités et stockés selon 

des protocoles rigoureux au sein de biobanques, afin d’assurer la préservation de leur 

intégrité et la fiabilité des analyses ultérieures (Betsou et al., 2010 ; ISBER, 2018). 

2. Type de bio-spécimen  

Tableau Ⅰ : Classification des biospécimens selon leur finalité de conservation, la méthode 

de conservation et les cibles biologiques 

Type de 
biospécimen 

Finalité de 
conservation  

Exemple Méthode de 
conservation  

Cible concernée  

 

 

Liquide 

 

 

Biochimique 

Sang Centrifugation/ 

Congélation à -80°C   

ADN/ARN, Protéine, 

métabolites  

Urine Congélation avec / 

sans conservateur  

Cellules renales, 

métabolites, 

microARN  

LCR Congélation rapide à -

80°C   

Cellules 

inflamatoires, ADN, 

Protéine, agents 

pathogènes  

Morphologique Liquide d’ascite / 

pleural 

Centrifugation/ 

fixation à base d’Alcool  

Analyse cytologique 

 

 

Biochimique Foie 

Rein 

Congélation à -80°C / 

azote liquide  

ADN/ARN, Protéine 

natifs 
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Solide Morphologique Tissus (intestin, 

cœur, cerveau… 

Fixation au formol 10%  Etude de la 

structure  

 -Fixation au 

glutaraldéhyde 

tetroxyde d’osmium  

Etudes de l’ultra 

structure  

Betsou et al. (2010), Shabihkhani et al. (2014), ISBER (2018), IARC (2017) 

 

II. Fixation   

1. Type de fixation des tissus  

La fixation est une étape essentielle en histologie. Elle vise à préserver la morphologie 

tissulaire, à prévenir l’autolyse enzymatique et la dégradation microbienne, et à stabiliser les 

macromolécules intracellulaires. Les fixateurs chimiques se divisent en deux grandes 

catégories : les coagulants (qui précipitent les protéines) et les non coagulants de pontage (qui 

créent des ponts covalents entre les macromolécules) (Eltoum et al., 2001). 

 

1.1. Méthodes physiques 

1.1.1. Fixation par la chaleur  

La chaleur provoque la dénaturation et la précipitation des protéines. Cette méthode 

est principalement utilisée pour les microorganismes (ex. coloration de Gram), mais reste rare 

pour les tissus complexes en pathologie humaine car elle altère les ultrastructures (Eltoum et 

al., 2001). 

 

1.1.2. Fixation par le micro-onde  

Le chauffage par micro-ondes accélère les réactions chimiques du fixateur, réduisant 

considérablement le temps de fixation (jusqu’à moins de 20 minutes). Cependant, l’utilisation 

du formol avec cette méthode nécessite des précautions à cause de la libération de vapeurs 

toxiques (Eltoum et al., 2001). 

 

 

 

 



CHAPITRE I                                                                                                   Synthèse bibliographique              

 

6 
 

1.1.3. Fixation par lyophilisation (freeze-drying)  

La lyophilisation est utile pour conserver les petites molécules solubles. Les 

échantillons sont congelés puis séchés sous vide, ce qui empêche la perte des constituants 

diffusibles. Cette méthode est surtout utilisée en recherche (Eltoum et al., 2001). 

 

1.2. Méthodes chimiques 

Les fixateurs chimiques réagissent avec les constituants cellulaires pour stabiliser leur 

structure. On distingue deux types principaux : les fixateurs coagulants, qui précipitent les 

protéines, et les non coagulants, qui créent des ponts covalents entre les macromolécules 

(Eltoum et al., 2001). 

 

1.2.1. Fixateurs coagulants  

1.2.1.1. Fixateurs coagulants déshydratants  

Les solvants organiques comme l’éthanol, le méthanol ou l’acétone éliminent l’eau 

libre, provoquant la dénaturation des protéines  

L’éthanol est efficace dès 70 % de concentration et permet une bonne préservation du 

glycogène. 

Le méthanol, plus hydrophile, nécessite des concentrations plus élevées (80 % ou plus) pour 

induire la coagulation (Eltoum et al., 2001). 

L’acétone agit rapidement, mais peut entraîner des pertes protéiques importantes. 

 

1.2.1.2. Autres fixateurs coagulants  

Acide acétique : précipite les acides nucléiques mais conserve mal les protéines. 

Acide trichloroacétique : modifie les charges des protéines et les précipite. 

Acide picrique : coagule les protéines en formant des sels avec les groupements basiques, 

mais peut provoquer l’hydrolyse des acides nucléiques à pH acide (Eltoum et al., 2001). 

 

1.2.2. Fixateurs non coagulants de pontage  

1.2.2.1. Le formaldéhyde  

Le formaldéhyde (le plus souvent utilisé sous forme de formol tamponné à 10 %) forme 

des ponts méthylène entre les groupements amines des protéines, assurant une bonne 
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conservation morphologique. Cependant, il peut altérer la reconnaissance antigénique, 

nécessitant des techniques de « récupération antigénique » (Eltoum et al., 2001). 

 

 

Figure : Fixation au formaldéhyde à l’échelle moléculaire 

 

 

1.2.2.2. Autres fixateurs coagulants de pontage  

Glutaraldéhyde : plus puissant que le formol, il assure une excellente fixation des 

ultrastructures pour la microscopie électronique, mais pénètre lentement et masque de 

nombreux antigènes (Eltoum et al., 2001). 

Osmium tetroxyde : utilisé pour stabiliser les lipides, notamment en microscopie électronique. 

Il interagit fortement avec les doubles liaisons des acides gras (Eltoum et al., 2001). 

Chlorure mercurique : utilisé dans des fixateurs comme B5 ou Zenker, il donne un excellent 

détail nucléaire mais est très toxique et peu utilisé actuellement (Eltoum et al., 2001). 

Fixateurs combinés (Bouin, Hollande, B5) : ils associent coagulants et agents de pontage pour 

optimiser la fixation selon le type de tissu ou d’analyse (Eltoum et al., 2001). 

 

2. La nécessité de la fixation des tissus biologiques pour l’étude morphologique  

La fixation est un processus chimique fondamental pour la préservation des échan-

tillons biologiques destinés à l’étude morphologique. Elle agit en stabilisant les structures 

cellulaires et tissulaires, principalement par la formation de liaisons chimiques entre les 

macromolécules (Carson et al 2009 ; Kiernan, 2015) . En fixant les constituants cellulaires, 
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la fixation prévient leur dégradation, notamment en stoppant deux processus destructeurs 

majeurs : l’autolyse et la putréfaction (Fischer et al., 2008). 

L’autolyse résulte de l’action des enzymes lysosomales contenues dans les cellules         

elles-mêmes. Après la mort cellulaire, les membranes des lysosomes se désintègrent, libérant 

des hydrolases acides qui digèrent les composants intracellulaires, provoquant une autodiges-

tion     progressive du tissu (Bancroft et al ; 2020). La fixation inactive ces enzymes en les 

dénaturant ou en bloquant leur site actif, ce qui interrompt cette autodégradation. 

Par ailleurs, la fixation empêche le développement bactérien et fongique en rendant 

le milieu inapte à la prolifération microbienne, limitant ainsi la putréfaction (Baker, 1958). 

Le durcissement du tissu est une conséquence directe de la réticulation chimique               

provoquée par les agents fixateurs. Par exemple, le formaldéhyde forme des ponts méthylène 

(-CH₂-) entre les groupes amines des résidus lysine des protéines. Cette              réticulation 

tridimensionnelle lie les protéines entre elles et avec d’autres macromolécules comme les 

acides nucléiques, consolidant ainsi l’architecture tissulaire (Fox et al., 1985). Ce réseau de 

ponts moléculaires stabilise la structure cellulaire, la rend plus rigide et plus facile à manipuler 

pour les étapes ultérieures comme l’inclusion, la coupe et la coloration (Kiernan, 2015). 

Ainsi, la fixation est indispensable pour conserver l’aspect morphologique des tissus 

dans un état proche de leur état in vivo, en bloquant les processus enzymatiques destructeurs 

et en assurant une cohésion structurelle grâce aux liaisons chimiques formées au niveau mo-

léculaire. 

 

3.  Facteurs influençant le choix du fixateur  

 Tampón et Ph 

Le pH du fixateur doit être contrôlé pour éviter la dénaturation excessive des 

protéines ou l’hydrolyse enzymatique. Un tampon (par exemple, tampon phosphate) 

stabilise le pH autour de 7,2–7,4, ce qui est optimal pour la préservation des structures 

cellulaires et moléculaires (Ramos-V, 2022). 

Un pH acide (<6) favorise la précipitation de protéines, mais peut altérer l’antigénicité. 

Un pH trop alcalin (>8) peut provoquer des artefacts de fixation et augmenter la 

digestion enzymatique. 
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 Durée de fixation 

Une durée insuffisante de fixation permet une autolyse cellulaire partielle, 

tandis qu’une durée excessive peut provoquer une sur-fixation, entraînant une 

réticulation excessive des protéines (cross-linking) et une perte d’antigénicité, ce qui 

complique l’immunohistochimie ou l’extraction d’acides nucléiques. 

La durée idéale dépend du type de tissu, de son épaisseur et de la nature du fixateur 

(Dapson, 2023). 

 Taille du spécimen 

La pénétration du fixateur est limitée par la diffusion : environ 1 mm/h pour le 

formol neutre tamponné. Des spécimens trop volumineux entraînent des zones 

centrales mal fixées et sujettes à l’autolyse. La recommandation est de ne pas dépasser 

5 mm d’épaisseur (Titford, 2022). 

 Température de fixation 

Une température plus élevée (37–56 °C) accélère la pénétration et la 

réticulation, mais augmente le risque d’artefacts de chaleur. La plupart des fixations 

sont réalisées à température ambiante (20–25 °C) pour équilibrer efficacité et qualité 

morphologique (Fitzgibbons et al., 2023). 

 Concentration du fixateur 

La concentration influence directement la force de Lorsque la concentration 

varie, les composants des cellules, le fixateur et la solution de fixation interagissent de 

manière différente. Plus la concentration est faible, plus la période de fixation est 

longue. Plus la concentration est élevée, plus les échantillons sont endommagés en 

annulant l'activité des enzymes. (Tuğba D, 2024) 

 Osmolarité et composition ionique 

L’osmolarité : Les membranes cellulaires composées de phospholipides sont af-

fectées négativement par les stabilisateurs d’osmolarité basse ou élevée. Les solutions 

hypotoniques font gonfler les échantillons, tandis que les solutions hypertoniques les 

font rétrécir, il est donc préférable que le fixateur soit légèrement hypertonique. (Tuğba 

D, 2024) 
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4. Action du formaldéhyde dans le processus de fixation  

 La fixation au formol repose sur l’action du formaldéhyde, qui agit comme un agent de 

réticulation chimique (cross-linking) des composants cellulaires. À l’échelle moléculaire, le 

formaldéhyde (HCHO) réagit principalement avec les groupes aminés libres, notamment les 

résidus ε-amine des lysines présents dans les chaînes polypeptidiques. Cette réaction forme 

d’abord une base de Schiff instable (iminium), de type R-N=CH₂, qui évolue ensuite vers un 

pont méthylène (-CH₂-) stable reliant deux chaînes protéiques. Ce mécanisme génère un 

réseau tridimensionnel de liaisons covalentes qui fige les protéines dans une conformation 

stable, bloque l’activité enzymatique autolytique et limite la dégradation bactérienne.  Ainsi, 

le formaldéhyde présente plusieurs avantages qui justifient son usage répandu en histologie. 

Il permet une conservation efficace de l’architecture cellulaire et tissulaire, assure une bonne 

pénétration dans les tissus, même à faible concentration, et offre une compatibilité élevée 

avec diverses techniques histologiques et de biologie moléculaire. De plus, les tissus fixés 

peuvent être conservés sur de longues périodes sans altération majeure de leur structure. 

Enfin, son faible coût et sa large disponibilité en font un agent de fixation de choix aussi bien 

en recherche fondamentale qu’en diagnostic anatomopathologique (Dapson, 2023), (Amir, 

2024). 

Bien que le formaldéhyde pénètre rapidement dans le tissu grâce à sa petite taille 

moléculaire, la formation complète des liaisons croisées est progressive et peut nécessiter 24 

à 48 heures pour des échantillons de 4 à 5 mm d’épaisseur. Ce processus assure une bonne 

conservation morphologique et une compatibilité avec les colorations histologiques 

classiques. Cependant, les liaisons croisées peuvent masquer certains sites antigéniques, 

rendant souvent indispensable une étape de récupération antigénique (chauffage ou 

traitement enzymatique) pour certaines techniques de détection (Amir, 2024). 

De plus, la réticulation du formaldéhyde peut fragmenter partiellement l’ADN et l’ARN, 

ou altérer leur accessibilité, ce qui justifie l’utilisation de protocoles d’extraction ou de 

désépissage adaptés pour les analyses moléculaires ultérieures. À la différence du 

glutaraldéhyde, qui possède deux groupes aldéhyde et forme des liaisons plus nombreuses et 

plus courtes idéales pour l’ultrastructure en microscopie électronique, le formaldéhyde offre 

un bon compromis entre pénétration rapide, stabilisation des structures tissulaires, et 

maintien partiel de l’intégrité des macromolécules (Reingruber, 2018). 
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5. Les inconvénients du formaldéhyde  

Le formaldéhyde est un produit métabolique naturel, il a aussi des autres principales 

sources dans l'environnement par exemple les gaz d'échappement des voitures, les produits 

ménagers, les cosmétiques, La pollution industrielle, la combustion de biomasse, les 

conservateurs utilisés dans les laboratoires et les hôpitaux et le tabagisme, mais l’exposition à 

des concentrations élevées de celui-ci dans l’environnement peut augmenter le risque de 

toxicité aiguë et chronique chez l’homme (Reingruber, 2018), (Amir, 2024).  

Le formaldéhyde est détecté par les sens humains à des concentrations comprises 

entre 0,1 et 0,5 partie par million. En fait, le système national australien de notification et 

d’évaluation des produits chimiques industriels (NICNAS) a constaté que l’exposition au 

formaldéhyde à des concentrations comprises entre 0,1 et 1 ppm provoque des effets courants 

tels qu’une irritation du nez, de la gorge et des yeux, avec une augmentation des 

larmoiements. De plus, l’exposition chronique à des concentrations élevées de formaldéhyde 

entraîne des complications pour la santé, notamment des irrégularités menstruelles, des 

problèmes de grossesse, de l’asthme et des effets sur le système nerveux central tels que des 

maux de tête, de l’irritabilité, des troubles du sommeil, de la dépression et des sautes 

d’humeur (Amir, 2024). 

Plusieurs études ont montré que le formaldéhyde est un irritant respiratoire et un 

déclancheur de l'asthme par différents mécanismes ou il entraîne le développement de 

l’asthme (Juleen L. 2021). 

Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a classé le formaldéhyde 

comme une toxine cancérigène basant sur différentes études qui ont montré que l'inhalation 

du formol peut provoquer un cancer du nasopharynx chez l'homme et des carcinomes 

épidermoïdes dans les voies nasales des rats. (Hernán R,2018). 
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CHAPITRE II. MATÉRIEL ET MÉTHODES  

1. Durée et lieu de la réalisation du travail expérimental 

L’objectif principal de cette étude est de comparer la qualité de fixation histologique 

entre un fixateur standard à base de formaldéhyde à 10 % et deux fixateurs expérimentaux : 

le premier formulé à base d’alcool, le second à base de sels, Cette comparaison vise à évaluer 

l’efficacité de chaque fixateur en fonction du type tissulaire, afin d’identifier une alternative 

moins toxique tout en préservant la morphologie et la qualité des tissus pour les analyses 

histologiques. Les tests ont été menés sur des organes issus de rats albinos (Rattus norvegicus) 

représentant différents types tissulaires : cerveau, cœur, intestin, foie et rein. 

Ce travail a été réalisé au niveau de l’école supérieure des sciences d’aliment et des 

industries agro-alimentaires (ESSAIA) au cours du début du mois d’avril- juin.  

2. Matériel biologique  
 

Les tests ont été menés sur des organes cerveau, cœur, intestin, foie et rein de rats 

albinos Rattus norvegicus. Les animaux (N= 4) étaient âgés de six mois au moment de 

l’expérimentation, avec un poids corporel moyen de 250 g (Pesés avec une balance), en plus 

ils ont été élevés dans des conditions standards de laboratoire : température contrôlée (22 ± 

2 °C), cycle lumière/obscurité de 12 h/12 h, avec un accès libre à la nourriture et à l’eau 

pendant 4 jours, enfin ils ont été euthanasiés.  

2.1. Prélèvement  
 

Les sacrifices des rats sont réalisés après une anesthésie par l’inhalation de 

chloroforme dans l'après Midi pendant 10 minutes (conformément aux normes éthiques 

d’expérimentation animale). Dès que l’état d’inconscience est confirmé, l’ablation des 

différents organes vitaux (le cœur, le foie, les reins, l'intestin et le cerveau) été effectuée 

rapidement et rinçait dans l'eau physiologique afin d’éliminer l’excès de sang, puis immergés 

successivement dans trois types de fixateurs chimiques : formaldéhyde 10 %, fixateur à base 

d’alcool et fixateur à base de sel. 
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3. Matériels non biologiques 
 

Le matériel englobe les équipements et les produits utilisés en techniques 

histologiques (microtome, étuve, plaque chauffante, bain marie, microscope munie d’une 

caméra numérique). Les produits : (éthanol, xylène, milieu de montage, hématoxyline, éosine, 

sel de zinc, lames, lamelles).  La liste détaillée de ces matériaux est fournie en annexe. 

 

4. MÉTHODES  

4.1. Formulation des liquides fixateurs  

4.1.1. Liquide fixateur classique de formaldéhyde 10% dans le tampon phosphate (F) 

Le formaldéhyde concentré 37% à était dilué dans le tampon phosphate pH =7.2. (voir fiche 

technique en annexe 2 ). 

 

4.1.2. Formulation du liquide fixateur à base d’alcool(F1) 

Le liquide fixateur à base d’Alcool (F1) a été formulé avec d’éthanol pure, 

l’isopropanol, acide acétique glacial, le glycérol et un tampon phosphate (pH 7,2) (voir fiche 

technique en annexe 2).  Le mélange a subi une agitation sous à température ambiante 

pendant 10 minutes. Le pH a été ajuster avec un tampon phosphate à 7. 

 Le liquide fixateur a été conservé dans un flacon en verre sombre à température 

ambiante jusqu’à utilisation. 

4.1.3. Formulation de liquide fixateur à base de sel de zinc (F2) 

La formulation du fixateur à base de zinc a été réalisée à base de chlorure de zinc 

(ZnCl₂), chlorure de sodium (NaCl), saccharose (voir fiche technique en annexe 2). Une solution 

tampon Tris-HCl (pH 7.4) a été préparée pour ajuster le pH de la solution à 6.9. Le liquide 

fixateur a été stocké à température ambiante jusqu’à l’utilisation. 

 

4.2. Protocole de fixation  
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La fixation des tissus est une étape critique, qui préserve les composants cellulaires et 

maintien leur structure naturelle. La fixation empêche l'activité des enzymes responsables de 

l'autolyse et la putréfaction, afin de conserver l'échantillon dans un état le plus proche que 

possible de l'état in vivo. 

Les organes après prélèvement et rinçage à l’eau physiologique ont été mis dans des 

cassettes et plongés dans les liquides fixateurs F, F1, F2, pendant les périodes suivantes : 7 

jours, 14 jours et 21 jours.  

Après 7 jours de fixation, puis 14 jours puis 21 jours, les organes ont été rincés avec 

l’eau distillé avant de procéder à la déshydratation.  

 

4.3.  Technique histologique  

4.3.1. Préparation des blocs de paraffine 

4.3.1.1. Déshydratation et éclaircissement 

Les étapes de déshydratation sont réalisées à l’aide d’une automate de circulation au 

laboratoire d’histologie, les cassettes renfermant les tissus sont mises dans le panier puis il est 

plongé automatiquement dans les bacs contents les alcools à différents concentration 

(70°,95°,100°), xylène pour l’éclaircissement (l’élimination d’alcool), et paraffine.  

4.3.1.2. Imprégnation et inclusion à la paraffine  

Après le dernier bain de toluène, les échantillons sont automatiquement plongés dans 

deux bains de paraffine à 60°C pendant 13 heures pour chacun, afin de faire la paraffine 

diffuse dans les tissus qui va les rigidifiés et conservé ses structures au moment de la coupe. 

Cette étape est réalisée en utilisant un distributeur de paraffine. 

Les échantillons contenus dans la cassette sont soigneusement placés dans un moule 

métallique contenant déjà une petite quantité de paraffine fondue. Ce moule est ensuite placé 

sur une plaque froide afin que la paraffine se solidifie et fixe l'organe. La cassette est ensuite 

placée dessus, indiquant le nom de l'organe, le type de fixateur et la durée de fixation. Enfin, 

les échantillons sont à nouveau immergés dans la paraffine fondue à travers les grilles de la 

cassette afin de garantir une couverture complète de l'échantillon. Ils sont ensuite placés sur 

une plaque froide, puis placés au congélateur. 
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Après refroidissement, des blocs de paraffine dur est obtenu et prêt à couper. 

4.3.2. Coupe au microtome 

Les blocs obtenus sont fixés dans le porte-bloc du microtome, après avoir réglé 

l’épaisseur de coupe à 3µm les blocs sont sectionnés doucement, les coupes s’enroulent en 

ruban qui est récupéré délicatement à l’aide d’un pinceau.  

 

4.3.3. Etalement des coupes  

Les rubans obtenus sont déposés délicatement dans un bain-marie réglé à 49° C afin 

d’éviter la formation des plis. Les coupes sont ensuite collectées sur des lames en verre 

propres marquées le nom d’organe, le type de fixateur et la durée de fixation, puis les lames 

sont séchées dans une étuve réglée à 70° C pendant 10 minutes pour faire fondre la paraffine. 

4.3.4. Préparation des coupes pour la coloration 

4.3.4.1. Réhydratation 

Le déparaffinage sert à l’élimination de la paraffine du tissu et le remplacé par l’eau 

pour permettre la rentrée des colorants réactifs. Les lames sont ainsi immergées dans deux 

bains de xylène de 5 min chacun. 

La réhydratation est pour but de remplacer le xylène par de l’eau, grâce à une série de 

bains d’alcool à concentrations décroissantes (100%, 95%, 70%). 

4.3.4.2. Coloration à l’hématoxyline et éosine (H&E) 

 But : 

Le but de coloration en histologie est de rendre visibles les structures cellulaires et 

tissulaires au microscope optique. Dans notre étude nous avons utilisé l’hématoxyline de 

Carrazi et l’éosine pour tous les types de tissus sauf le cerveau que nous avons coloré en violet 

de crésyl (coloration de Nissl). 

L’hématoxyline qui est basique colore les structures acides en bleu violet (les noyaux), 

par contre l’éosine (acide) colore les structures basiques en rouge à un rose (le cytoplasme). 

La coloration de Nissl est particulièrement utilisée pour le tissu nerveux, cette 

coloration utilise le violet de crésyl basique qui colore les corps de Nissl en violet. 
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 Principe : 

Les coupes sont d'abord colorées à l’hématoxyline pendant 6 minutes pour marquer 

les noyaux, ensuite elles sont immergées dans l’éosine pendant 1 minute pour colorer le 

cytoplasme, les coupes histologiques du cerveau sont colorées au le violet de crésyl pendant 

20 minutes (voir fiche technique en annexe 2).  

 

4.3.5. Montage  

Après la coloration, il y’a une étape de déshydratation, qui consiste à retirer 

complétement l’eau des tissus avant le montage, par un passage des lames dans des bains 

croissants d’alcool 70%, 95%, 100%. 

Deux bains de xylène pendant 5 minutes (le xylène rend les tissus transparents et permet 

une bonne distribution de milieu de montage). 

Le montage est fait à l’aide d’un milieu de montage l’Eukitt. Après avoir plongés les 

lames et les lamelles dans le xylène, lamelle est fixée sur chaque lame par une petite goutte 

d’Eukitt. 

Enfin les lames sont nettoyées, séchées à l’aire libre et rangées dans une boite porte 

lames. 

4.4 Observation et prise d’images 

La prise de photos au microscope photonique est réalisée à l’aide d’une caméra 

(Optika) qui permet de capturer les images des coupes observées pour les analyser (x200, x400 

et x1000).  
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Chapitre III : RESULTATS 

Après la dissecƟon et la fixaƟon des organes suivants : le cerveau, le cœur, le foie, les reins 

et l’intesƟn grêle dans les trois liquides fixateurs (F, F1, F2), après la réalisaƟon de coupe 

histologiques, analyses microscopiques, nous avons obtenu les micrographies suivantes :  

 

1. Contrôle de qualité de fixaƟon du cerveau par les fixateurs formulés à base d’alcool et de 
sel   
1.1. FixaƟon de 7 jours  

Le Ɵssue nerveux fixé au formaldéhyde 10% montre une architecture Ɵssulaire préservée, 

où l’aspect des corps cellulaires neuronaux est bien conservé présentant une e forte densité (fig 

1 et 1’). Les artefacts sont peu ou pas présents. 

Par ailleurs, le fixateur d’alcool a aussi permis de maintenir l’architecture Ɵssulaire.  

Cependant, les corps cellulaires neuronaux semblent avoir perdu leur intégrité (fig 2 et 2’), leur 

coloraƟon est faible, en plus en observe une légère perte des fibres de myéline.  

Pour la fixaƟon à base de sel, une bonne intégrité Ɵssulaire est observée, les fibres de 

myélines sont visibles, les corps cellulaires sont préservés, et bien colorés, avec l’absence 

d’artefacts (Fig 3 et 3’).   
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Figure 2 : Coupes histologiques de cerveau colorées au violet de crésyle 

FixaƟon par 1-1’ : F : formaldéhyde 10%. 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ : F2 
fixateur à base de sel 

Fm : fibre de myéline ; Cc : corps cellulaire 
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1.2. FixaƟon de 14 jours  

Après 14 jours de fixaƟon,  

Les Ɵssus fixés par le formaldéhyde 10% présente une faible dissoluƟon des fibres de 

myéline (Fig 1) avec une faible appariƟon des corps cellulaires, la coloraƟon est moins intense. 

Le fixateur à base d’alcool a bien préservé les corps cellulaires, le contraste de coloraƟon 

est remarquable (Fig 2 et 2’). 

Le fixateur à base de sel a aussi préservé la forme des corps cellulaires, Ils sont bien 

délimités et bien visibles, mais d’un autre coté on peut observer des structures de filaments bien 

préservés (Fig 3 et 3’). La coloraƟon était bien conservée. 
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Figure 3 : Coupes histologiques de cerveau colorées au violet de crésyle  

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ : F2 : fixateur à 
base de sel 

 

Fm : fibre de myéline ; Cc : corps cellulaire ; Asterisks : structures filamenteuses. 
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1.3. FixaƟon de 21 jours  

Le Ɵssu nerveux fixé par le formaldéhyde 10% pendant 21 jours montre une bonne 

intégrité Ɵssulaire malgré la longe période de conservaƟon comme le montre la fig 1.  Les corps 

cellulaires sont bien visibles, un contraste de coloraƟon préservé avec absence de rétracƟon. 

Le fixateur à base d’alcool a maintenu la cohésion Ɵssulaire, les corps cellulaires sont 

nombreux, leur aƩracƟon au colorant est intense (Fig 2 et 2’).  

Le fixateur à base de sel a dissous les fibres lipidiques de myéline, l’architecture Ɵssulaire 

conservée (Fig 3), les corps cellulaires neuronaux sont conservés, avec une coloraƟon intense. 
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Figure 4 : Coupes histologiques du cerveau colorées au violet de crésyle 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ : F2 : fixateur à 
base de sel 

 

Fm : fibre de myéline ; Cc : corps cellulaire 
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2. Contrôle de qualité de fixaƟon du Ɵssu cardiaque par les fixateurs formulés à base 
d’alcool et de sel   

2.1. FixaƟon de 7 jours  

La fixaƟon au formaldéhyde 10% a permis une préservaƟon opƟmale du Ɵssu cardiaque. 

A l’échelle cellulaire les cardiomyocytes, présentent des noyaux de forme ovale (Fig 1).  

Le fixateur à base d’alcool semble préservé le Ɵssu. (Fig 2). Les cardiomyocytes ont un 

aspect normal, bien délimitées et noyaux ovales et bien visibles avec une coloraƟon opƟmale (Fig 

2’).  

La préservaƟon par le fixateur à base de sel est de faible qualité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre III  Résultats 

26 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Coupes histologiques du Ɵssu cardiaque colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ : F2 : fixateur à 
base de sel 

Fmc : fibre musculaire cardiaque ; C : cardiomyocytes ; Asterisks : la perte des éléments de 
la matrice extracellulaire. 

  

3 

Fmc 

* X400 

2 

Fmc 

* 
* 

X400 

 1 

Fmc 

X400 1’ 

C 

X1000 

3’ 

C 

X1000 

2’ 

C 

X1000 

CŒUR 

F - 7 j 

F1 - 7 j 

F2 - 7 j 



Chapitre III  Résultats 

27 
 

2.2. FixaƟon de 14 jours  

Après 14 jours de fixaƟon par le formaldéhyde 10%, par le fixateur à base d’alcool et par 

le fixateur à base de sel, le Ɵssu myocardique, semble perdre les éléments retrouvés de la matrice 

extracellulaire entre les fibres musculaires (Fig 1, 2 et 3).  
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Figure 6 : Coupes histologiques du Ɵssu cardiaque colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ : F2 : fixateur à 
base de sel 

 

Fmc : fibre musculaire cardiaque ; C : cardiomyocytes ; Asterisks : la perte des éléments de 
la matrice extracellulaire. 
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2.3. FixaƟon de 21 jours  
 

Après une durée de fixaƟon de 21 jours, les figures 1, 2 et 3 montre la même 
observaƟon pour les trois fixateurs qui consiste à la perte des éléments qui compose la 
matrice extracellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre III  Résultats 

30 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Coupes histologiques du Ɵssu cardiaque colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ : F2 : fixateur à 
base de sel 

 

C : cardiomyocyte 
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3. Contrôle de qualité de fixaƟon du Ɵssu hépaƟque par les fixateurs formulés à base 
d’alcool et de 
3.1. FixaƟon de 7 jours  

Le formaldéhyde 10% ainsi que le liquide fixateur à base d’alcool montre une préservaƟon 

opƟmale du Ɵssu hépaƟque, les cellules sont bien délimitées et les noyaux bien apparents avec 

des espaces intercellulaire remplies de matrice extracellulaire (Fig 1, 1’, 2 et 2’).     

 Cependant le fixateur à base de sel semble avoir un faible effet de conservaƟon de 

l’intégrité Ɵssulaire, des raréfacƟons sont observées entre les cellules (Fig 3). 
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Figure 8 : coupes histologiques du Ɵssu hépaƟque colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

H : hépatocyte ; S : sinusoïde ; Asterisks : des raréfacƟons 
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3.2. FixaƟon de 14 jours  

Les mêmes observaƟons de la durée de fixaƟon de 7 jours, sont notées à 14 jours 

l’intégrité du Ɵssu est préservé par le formaldéhyde et le liquide fixateur à base d’alcool (Fig 1 et 

2). Cependant les espaces entre les fibres musculaire deviennent plus accentués en uƟlisant le 

liquide fixateur à base de sel (Fig 3 et 3’).  
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Figure 9 : coupes histologiques du Ɵssu hépaƟque colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

 

H : hépatocyte ; S : sinusoïde 
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3.3. FixaƟon de 21 jours  

Les mêmes observaƟons de la durée de fixaƟon de 7 et 14 jours, sont notées à 21 jours 

l’intégrité du Ɵssu est préservé par le formaldéhyde et le liquide fixateur à base d’alcool (Fig 1 et 

2). Cependant les espaces entre les fibres musculaire deviennent plus accentués en uƟlisant le 

liquide fixateur à base de sel (Fig 3).  
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Figure 10 : coupes histologiques du Ɵssu hépaƟque colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

H : hépatocyte ; S : sinusoïde 
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4. Contrôle de qualité de fixaƟon du Ɵssu rénale par les fixateurs formulés à base d’alcool 
et de sel   
4.1. FixaƟon de 7 jours 

Le Ɵssu rénal fixé par le formaldéhyde 10% révèle un aspect normal des cellules des 

corpuscules rénaux (glomérules et capsules de Bowman), avec les cellules des tubules rénaux, ils 

sont bien délimités, leur noyau est visible. En général l’intégrité Ɵssulaire est préservée (Fig 1 et 

1’). 

Le Ɵssu fixé par le fixateur à base d’alcool semble avoir conservateur inferieur au 

formaldéhyde (Fig 2). De même que pour le cas du fixateur à base de sel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre III  Résultats 

38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : coupes histologiques du cortex rénal colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

 

G : glomérule ; Tr : tube rénal ; EB : espace de Bowman 
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4.2. FixaƟon de 14 et 21 jours 

Les mêmes observaƟons sont notées pour la fixaƟon d’une durée de 7 jours pour les 

trois fixateurs (Fig 1, 2 et 3).  Avec une diminuƟon de qualité Ɵssulaire de Ɵssu fixé par le 

fixateur à base de sel avec la prolongaƟon du temps (présence de raréfacƟons entre les 

cellules (Fig 3 et 3’). 
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Figure 12 : coupes histologiques du cortex rénal colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

 

G : glomérule ; Tr : tube rénal ; EB : espace de Bowman 
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Figure 13 : coupes histologiques du cortex rénal colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

 

G : glomérule ; Tr : tube rénal ; EB : espace de Bowman ; Asterisks : des raréfacƟons  
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5. 4. Contrôle de qualité de fixaƟon du Ɵssu intesƟnale par les fixateurs formulés à base 
d’alcool et de sel   
5.1. FixaƟon de 7 jours 

Le formaldéhyde 10% a préservé l’intégrité et la cohésion Ɵssulaire des différentes 

couches de l’intesƟn grêle (la séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la muqueuse), en plus 

il a conservé la morphologie naturelle des cellules (Fig 1 et 1’). 

Les différentes couches de l’intesƟn grêle fixé avec le fixateur à base d’alcool ont été 

préservés, l’architecture globale du Ɵssu est maintenue, avec une coloraƟon opƟmale (Fig 2). De 

même que pour le fixateur à base de sel (Fig 3). 
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Figure 14 : coupes histologiques de l’intesƟn grêle colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

 

M : muqueuse ; Sm : sous-muqueuse ; Mu : musculeuse ; S : séreuse ; CL : crypte de Lieberkühn 
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5.2. FixaƟon de 14 jours 

La coupe histologique montre une muqueuse intesƟnale bien préservée après fixaƟon au 

formaldéhyde 10%, caractérisée par la présence de nombreuses cryptes de Lieberkühn, qui sont 

bien visibles (fig 1), les cellules épithéliales glandulaires sont délimitées, leur noyau est rond et 

bien visible comme le montre la figure B. 

De même que pour De même que pour le fixateur à base d’alcool (fig 2). 

Le Ɵssue intesƟnale fixé avec le fixateur à base de sel montre une perte de l’intégrité 

Ɵssulaire, et la présence d’artefacts (fig 3 et 3’). 
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Figure 15 : coupes histologiques de l’intesƟn grêle colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

M : muqueuse ; Sm : sous-muqueuse ; Mu : musculeuse ; S : séreuse ; CL : crypte de Lieberkühn 
; Cg : cellule glandulaire  
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5.3. FixaƟon de 21 jours 

Après ceƩe période de fixaƟon par le formaldéhyde 10%, le Ɵssue intesƟnale a montré 

une perte de qualité, les cellules glandulaires sont peu visibles, mais l’intégrité Ɵssulaire en 

général est préservée de façon minimale (Fig 1 et 1’). La même observaƟon est notée pour la 

fixaƟon à base d’alcool (Fig 2). Pour le Ɵssu fixé par le liquide fixateur à base de sel une 

désintégraƟon des couches de la paroi intesƟnale est observée muqueuse, sous muqueuse, 

musculeuse détachées les unes des autres (Fig 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre III  Résultats 

47 
 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : coupes histologiques de l’intesƟn grêle colorées à H&E 

1-1’ : F : formaldéhyde 10%.  : 2-2’ : F1 :  fixateur à base d’alcool d’alcool. 3-3’ fixateur à base 
de sel 

M : muqueuse ; Sm : sous-muqueuse ; Mu : musculeuse ; S : séreuse ; CL : crypte de Lieberkühn 
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Chapitre IV : Discussion  

 

Dans notre travail nous avons procédé à une étude comparative de l’effet conservateur 

de différents liquides fixateurs : F : formaldéhyde 10 %, F1 : fixateur à base d’alcool et F2 

(fixateur à base de sel) sur les tissus : nerveux, cardiaque, hépatique, rénal et intestinal du rat 

à différentes périodes : 7, 14, et 21 jours. Nos observations microscopiques ont démontré des 

différences qualitatives de la nature du fixateur, la nature du tissu et la durée de fixation. 

Pour ce qui est du tissu nerveux, la fixation par le F, a montré une bonne préservation 

de la substance grise et des corps cellulaires neuronaux, avec une fixation partielle des lipides 

myéliniques en fonction du temps ceci s’explique par l’action du formaldéhyde qui fixe surtout 

les protéines par réticulation sans stabiliser complètement les lipides (Bancroft & Gamble, 

2008). 

Pour le F1, il a été observé une cohésion cellulaire progressive, avec une légère 

dissolution lipidique en fonction du temps, ceci s’explique par l’effet coagulant de l’éthanol et 

l’action combinée de l’isopropanol, du glycérol et de l’acide acétique qui équilibrent la 

déshydratation (Carson & Hladik, 2009). 

Pour le F2, il a été observé une bonne préservation globale de l’intégrité neuronale 

avec stabilisation des lipides membranaires en fonction du temps ceci s’explique par le rôle 

du chlorure de zinc et du saccharose qui protègent les membranes lipidiques mais perdent en 

efficacité sur le long terme (Hayat, 2000).  

Par ailleurs, le tissu cardiaque, sa fixation par le F a montré la bonne conservation des 

fibres myocardiques et des noyaux centraux jusqu’à 14 jours, ceci s’explique par la réticulation 

efficace des protéines contractiles par le formol (Bozzola & Russell, 1999). 

Pour le F1, il a été observé une préservation au début avec apparition de fissures et de 

rétraction progressive en fonction du temps, ceci s’explique par l’effet déshydratant des 

alcools, partiellement compensé par le glycérol et l’acide acétique (Bozzola & Russell, 1999 ; 

Foxetal.,1985). 

Pour le F2, une bonne préservation a été noté initialement avec dégradation partielle après 

14 jours, ceci s’explique par la capacité du chlorure de zinc à coaguler les protéines mais aussi 

à provoquer un shrinkage (rétrécissement) cellulaire prolongé (Bancroft & Gamble, 2008).  

  Par ailleurs, la fixation du tissu hépatique  
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par le F a montré la préservation de l’architecture polygonale des hépatocytes et des 

sinusoïdes en fonction du temps ceci s’explique par la réticulation des protéines par le formol 

(Bancroft&Gamble,2008). 

Pour le F1, il a été observé une conservation remarquable de l’intégrité cellulaire avec 

cohésion des cordons hépatocytaires en fonction du temps ceci s’explique par la synergie 

entre éthanol, isopropanol, glycérol et acide acétique qui limitent la rétraction (Carson & 

Hladik,2009). 

Pour le F2, il a été observé une bonne préservation initiale suivie d’artefacts et de rétraction 

en fonction du temps ceci s’explique par l’effet du chlorure de zinc qui stabilise les protéines 

mais altère la matrice extracellulaire riche en collagène et d’autres filaments à long terme 

(Carson & Hladik, 2009). 

Le tissu rénal, fixé par le F, a montré la bonne conservation des glomérules, de la 

membrane basale et des tubes rénaux en fonction du temps, ceci s’explique par la fixation des 

protéines intracellulaires par le formol (Bancroft & Gamble, 2008). 

Pour le F1, il a été observé une bonne préservation des structures parenchymateuses et de la 

matrice extracellulaire en fonction du temps, ceci s’explique par l’action combinée des alcools 

et du glycérol pour limiter l’autolyse et la rétraction (Carson & Hladik, 2009). 

Pour le F2, il a été observé une bonne intégrité corticale mais avec fissures après 21 

jours, ceci s’explique par la précipitation des protéines par le ZnCl₂ et l’effet protecteur du 

NaCl, avec apparition de shrinkage à long terme (Kiernan, 2000). 

Le dernier tissu, le tissu intestinal sa fixation par le F a montré une conservation 

optimale des différentes couches de la paroi intestinale en fonction du temps, grâce à l’action 

du formol qui fixe efficacement les protéines tout en maintenant l’architecture générale du 

tissu (Bancroft & Gamble, 2008). 

Pour le F1, il a été observé une bonne cohésion épithéliale et une structure glandulaire 

stable au fil du temps, en raison de la synergie entre l’éthanol, l’isopropanol, le glycérol et 

l’acide acétique, qui limite la rétraction et préserve les villosités (Fox et al., 1985). 

Pour le F2, il a été constaté une préservation quasi complète jusqu’à 21 jours, avec 

apparition d’artefacts après une semaine, à cause de la fragilité naturelle du tissu intestinal 

combinée à l’effet prolongé du chlorure de zinc, qui peut détériorer les structures délicates 

(Carson & Hladik, 2009). 



 
CONCLUSION 
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CONCLUSION  

Notre travail a eu pour objecƟf de formuler deux fixateurs alternaƟfs au formaldéhyde 

à 10 %, dans le but de réduire les risques sanitaires et environnementaux qui lui sont associés. 

 

Les résultats obtenus au cours de ceƩe étude nous ont permis de Ɵrer les conclusions 

suivantes : 

 Le fixateur à base de sel a montré une capacité de préservaƟon du Ɵssu 

nerveux et une bonne conservaƟon des nucléoprotéines. Toutefois, il a entraîné une 

perte parƟelle des composants de la matrice extracellulaire, notamment dans les Ɵssus 

riches en protéines. 

 Le fixateur à base d’alcool a permis une bonne préservaƟon de la 

cohésion cellulaire dans les Ɵssus épithéliaux, hépaƟques et rénaux. En revanche, une 

rétractaƟon progressive accompagnée de fissures a été observée dans les Ɵssus 

musculaires. 

Concernant le Ɵssu nerveux, ce fixateur a induit une dissoluƟon parƟelle des lipides 

myéliniques, altérant ainsi la structure de la gaine de myéline. 

 En conséquence :  

 il est recommandé d’uƟliser le fixateur à base de sel pour la préservaƟon 

du Ɵssu nerveux et des nucléoprotéines, tout en tenant compte de sa limitaƟon 

concernant la conservaƟon de la matrice extracellulaire, en parƟculier dans les Ɵssus 

riches en protéines. 

 Le fixateur à base d’alcool est à privilégier pour les Ɵssus épithéliaux, 

hépaƟques et rénaux, où il assure une bonne cohésion cellulaire. Cependant, son 

uƟlisaƟon pour les Ɵssus musculaires et nerveux doit être limitée, en raison de la 

rétractaƟon musculaire observée et de la dissoluƟon des lipides myéliniques. 
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1. SoluƟons et réacƟfs : 
 Ethanol 
 Isopropanol 2. 
 Glycérol. 
 Acide acéƟque glacial. 
 Chlorure de zinc. 
 Saccharose. 
 Chlorure de sodium. 
 Tris base. 
 Acide chlorhydrique HCl. 
 Formol 36%. 
 Ethanol 70%, 95% et 100%. 
 Xylène. 
 EukiƩ. 
 Paraffine. 
 Hématoxyline. 
 Eosine 0,5%. 
 Violet de crésyl 0,5%. 
 Eau disƟllé et eau du robinet. 
 Eau physiologique. 

 

2. Verreries : 
 Béchers de (100mL, 1000mL). 
 EprouveƩe de (50mL, 100mL, 1000mL). 
 Flacon de 1L.  
 Fiole jugée de (500mL, 1000mL). 
 PipeƩe pasteur.  
 Entonnoir en verre.  
 Lames et lamelles. 

 

3. Appareillages : 
 Agitateur magnéƟque et barreaux.  
 Balance de précision.  
 PH mètre. 
 StaƟon d'enrobage de Ɵssus. 
 Automate de circulaƟon. 
 Microtome. 
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 Bain marie. 
 Four pasteur. 
 Microscope photonique. 

 

4. Autres matériels : 
 Papier filtre. 
 CasseƩes d’inclusion en plasƟques.  
 Moule en métal.  
 Panier porte lames.  
 Trousse de dissecƟon.  
 Boite de pétri en verre. 
 Portes lames.  
 Bacs et paniers de coloraƟons.  
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Milieu de montage: 
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Trousse de dissection
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5. PréparaƟon des liquides fixateurs : 

 

Tableau 2 : composiƟon et préparaƟon des liquides fixateurs F, F1, F2 

6. Les étapes de déshydrataƟon et éclaircissement : 

Des trois bains d’alcool sont réaliser pour la déshydrataƟon : 

• Deux bains d’alcool 70° pendant 2 heures pour chacun  

• Deux bains d’alcool 95° pendant 2 heures pour chacun 

• Deux bains d’alcool 100° pendant 2 heures pour chacun  

Ensuite deux bains de toluène ont fait pour l’éclaircissement (l’éliminaƟon d’alcool) 

pendant 2 heures pour chacun 

7. Les étapes de réhydrataƟon 

La réhydrataƟon est pour but de remplacer le xylène par de l’eau, grâce à une série de 

bains d’alcool à concentraƟons décroissantes (100%, 95%, 70%)  

• Un bain d’alcool 100% pendant 2 min 

• Un bain d’alcool 95% pendant 2 min 

F F1 F2 

La soluƟon fixatrice a été 

préparée en diluant un volume 

de formaldéhyde concentré (≥ 

37 %) dans neuf volumes de 

tampon phosphate à pH 7,2, 

afin d’obtenir une soluƟon 

finale à 10 % de formaldéhyde 

tamponné, soit environ 4 % de 

formaldéhyde acƟf.  

La soluƟon fixatrice à base 

d’Alcool a été préparée en 

mélangeant les composants 

suivants : 

- 700 mL d’éthanol 

- 50 mL d’isopropanol 

- 20 mL d’acide acéƟque glacial 

- 30 mL de glycérol 

- 15 mL de tampon phosphate 

(pH 7,2) 

La soluƟon fixatrice à base 

de zinc a été préparée en 

mélangeant les composants 

suivants : 

- 10 g de (ZnCl₂) 

- 9 g de (NaCl) 

- 100 g de sucrose 

- 500 mL de tampon Tris-HCl 
(pH 7.4) 
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• Un bain d’alcool 70% pendant 2 min 

• Un dernier bain consiste à un passage des lames dans l’eau disƟllé 

8. Les étapes de la coloraƟon hématoxyline-éosine : 
• ColoraƟon des lames dans l’hématoxyline pendant 6 minutes 

• Rinçage dans de l’eau courante 

• ColoraƟon des lames dans l’éosine pendant 1 minute  

• Rinçage dans l’eau courante  

9. Les étapes de la coloraƟon de Nissl : 

Immersion des lames pendant 5 minutes dans les bains suivants : 

• Xylène  

• Xylène 

• Alcool 100% 

• Alcool 100% 

• Alcool 95% 

• Alcool 70% 

Après les lames sont colorées dans le violet de crésyl pendant 20 minutes, et différenƟées 
dans l’eau disƟllé pendant 2 minutes. 

 




