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INTRODUCTION
Peut-on conserver les hématies humaines en dehors de l'organisme?
Peut-on trouver un milieu tel qu'elles y gardent entièrement leurs propriétés vitales?
Nous nous sommes posé ce problème auquel nous apportons notre modeste effort.
La question nous à paru intéressante à plusieurs points de vue:
D'abord au point de vue histophysiologique, le « tissu sanguin » peut servir de sujet d'étude pour des essais de culture in vitro (1). Il semble même que, par sa résistance et l’objectivité de son hémolyse, la cellule rouge soit apte à Jouer le rôle de test mieux que certaines cellules plus différenciées et plus fragiles. La recherche du milieu, répondant à notre désir, ne peut qu’apporter de précieux indices sur les besoins de toute cellule vivante.
Pour, si intéressant que soit ce point de vue purement scientifique, il en est d’autres qui tendraient à bénéficier d'applications pratiques immédiates, en particulier dans la transfusion et dans l'identification médico-légale des taches de sang.
En ce qui concerne la transfusion, on sait que l’écueil résidant autrefois dans la coagulation du sang pendant l'acte d'injection a. pu être évité, grâce à CRILE
(1) Comme CARREL et tant d’autres observateurs les ont tentés pour les tissus proprement dits.
et LEwisoux en Amérique, à H£Épon et JEANBRAU en France. D'ailleurs la guerre a fait entrer la transfusion citratée dans la pratique courante. On sait aussi que les dangers inhérents à l'incompatibilité des sangs ont pu être définitivement écartés, par la recherche systématique des groupes sanguins.
Les difficultés auxquelles se heurte actuellement la pratique de la transfusion, résident dans le fait tout autre de se procurer un sang en quantité suffisante et de qualité appropriée. On n’a pas toujours à sa disposition — jamais en chirurgie de guerre — des parents consanguins du blessé et nous ne sommes pas pourvus, en France, de « donneurs professionnels », véritables vendeurs de sang, que les hôpitaux américains ont sous la main pour les cas d'urgence. Il ne reste done que la seule ressource de s'adresser aux personnes de l’entourage présentant les trois conditions indispensables de bon vouloir, de compatibilité sanguine et d'intégrité humorale (Wassermann en particulier), et les chirurgiens savent combien il est parfois malaisé de renconirer de tels « donneurs ». Quelle simplification, et quelle sécurité apporterait un sang conservé, toujours prêt à utiliser; quelle commodité surtout pour la pratique des petites transfusions répétées !
Enfin, le point de vue médico-légal n'est nullement négligeable, Une méthode actuelle d'identification des taches de sang est basée sur l'agglutination d'hématies témoins par le sérum extrait de la tache. Or, les laboratoires de médecine légale, à moins d’être en relation avec un hôpital pourvu de lots de « donneurs », ne disposent pas toujours de sujets des différents groupes. Ici encore, la mise en conserve du sang faciliterait indiscutablement la technique,
Telles sont les considérations qui nous ont engagé,
sur les conseils de notre maître, M. le Professeur G. Gr- RAUD, à rechercher les procédés de laboratoire susceptibles de réaliser la conservation intégrale du sang in vilro.
Nous avons adopté, pour l'exposé de notre thèse, le plan suivant:
— Un historique bref, résumant les divers travaux sur la question.
— Une première partie passant en revue les différentes propriétés physiologiques du sang frais, en particulier celles d’agglutination et cherchant à établir les caractères propres à servir de critères pratiques, pour juger de l’état de conservation d’un sang.
— Une deuxième partie, consacrée à nos travaux personnels, contenant les résultats que nous avons ohbtenus dans nos essais de conservation de sang.
HISTORIQUE
Les essais de conserves de sang d'homme et d’animaux sont de date relativement récente: aussi rencontrons-nous peu d'auteurs qui se soient encore intéressés à la question.
Nous étudierons d’abord l’histoire des milieux conservateurs employés, nous analyserons ensuite les résullats anatomo-biologiques et physiologiques obtenus.
Milieux conservateurs
EAU PHYSIOLOGIQUE
HE£pon (1902-1908) s'occupe peu de l’hémolyse que peuvent subir les éléments figurés rouges. « On a beaucoup exagéré, dit-il, la vulnérabilité des globules sanguins extraits du corps et le danger de la transfusion d’un sang dont les hématies auraient subi partiellement une fonte hémolytique ». Aussi, dans une première expérience de transfusion, emploie-t-il des globules rouges en émulsion physiologique, libérés par malaxage d’un caillot sanguin et ayant séjourné vingt-quatre heures en dehors de l'organisme. Dans un même milieu, et à basse température, il conserve pendant huit jours des globules de sang animal ayant préalablement subi une série de lavages. j
SOLUTION CITRATÉE.
L'ère de la stabilisation du sang par le citrate trisodique a très nettement fait avancer cette question.
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Hépox, en 1917, conserve plusieurs jours à basse température du sang citraté total de lapin.
SOLUTION CITRATÉE-SUCRÉE.
Husnix, de Bruxelles (1914), réalise un milieu conservateur pour le sang humain, en additionnant de ciirate de soude une solution isotonique de glucose. I ajoute, à un mélange à parties égales de sang et de solution glucosée, 0 gr. 20 centigrammes de citrate trisodique pour 100 ce. de sang.
En Angleterre, Peyron, Rous et Turner (1916) arrivent, par une longue série d'expériences, à conserver des globules rouges, d'homme, de lapin et de mouton. Is éliminent plusieurs facteurs d'hémolyse, notamment celui dû au lavage des érythrocytes. En outre, par l’addition d’une quantité convenable de gélatine (1,8 %), à une solution de Locke, ils évitent l'action traumatisante de la centrifugation. Le fait que les hématies sont imperméables aux sucres, conduit ces auteurs à employer des solutions citratées-sucrées. Les solutions optima de conservation variant dans d'assez grandes proportions, suivant les espèces animales considérées, ee n’est qu'après de longs tâtonnements qu'ils adoptent pour les hématies de l’homme et du lapin un mélange dont nous indiquons la composition dans notre deuxième partie (1).
Le sucre ajouté à la solution citratée doit être l’objet d'un choix judicieux car tel sucre favorable à la conservation d'une certaine espèce d'hématie, ne l’est plus pour d’autres.
Une basse température (41 à + 3° C) est obligatoire pour toutes ces conserves.
(1) Page 75. |
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Résultats anatomo-biologiques
La plupart des auteurs observent peu d'altérations des hématies, H£pox indique bien l'aspect de boules épineuses, mais ce ne serait pas pour lui un indice de profondes altérations car, réinjectés, ces globules reprennent instantanément leur forme discoïde normale.
Peyron, Rous et Turner, observent que, sur des sangs datant de plus de deux mois, les hématies ne sont plus normales, bien que vivantes, puisqu'elles cont sphériques et non bi-concaves. Les érythrocytes de mouton conservés dégagent et absorbent facilement l'oxygène et se comportent dans la réaction de WASSERMANN comme.des hématies récentes. Sur le sang citraté total frais, dont notre maître, M. G. Giraup, s’est occupé tout spécialement, nous devons retenir, que l'addition de citrate de soude ne modifie pas d’une façon appréciable Les hématies et le plasma ni dans leur aspeet physique ni dans leurs fonctions physiologiques. El confirmait ainsi les conclusions de M. HÉépox, qui, ayant laissé pendant huit jours à la glacière des sangs citratés de lapin, avait remarqué que les globules tassés au fond du vase et devenus noirs, reprenaient, par agitation à l'air, la coloration rutilante du sang oxygéné normal.
Résultats physiologiques
Dans le domaine expérimental de la transfusion, les résultats n'ont porté que sur des sangs ayant séjourné moins d'un mois à la glacière.
Déjà en 1908, Hépox transfuse, à un lapin saigné, une émulsion de globules rouges en eau physiologique datant de vingt-quatre heures: sous l'effet de l'injection, l'animal reprend sa. vigueur sans accident. La même expérience refaite avec des globules partielle-
ment hémolysés donne sur le chien des résultats semblables.
Des suspensions identiques d'hématies lavées, conservent, après un séjour de huit à douze jours à la glacière, leurs propriétés revivifiantes et peuvent être transfusées sans danger.
Jurevrrcn et RosemBEerG (1914), en Russie, font des expériences analogues. Des animaux, ayant subi une saignée mortelle pour les témoins, survivent lorsqu'on leur rend leurs globules lavés ayant séjourné plusieurs heures hors de l'organisme.
De même, PEeyrox, Rous et Turner (1916), en Angleterre, transfusent à des lapins, après une saignée mortelle pour les témoins, des hématies retirées de l'organisme depuis trois à quatre semaines. Les globules rouges sont conservés dans un milieu glucosé-citraté et émulsionnés au moment de l'expérience dans du sérum de Locke. La survie des animaux injectés est obtenue sans réaction appréciable, Dans la suite, la stabilité presque absolue du taux globulaire affirme la vitalité des hématies conservées.
Les trois auteurs signalent la mort en moins de vingtquatre heures, avee symptômes d'hémolyse sanguine grave, d'un lapin ayant reçu des globules rouges conservés dans du liquide de Locke pur.
De nouveau HEbox (1917) expérimente avec du sang eitralé lotal conservé à basse température.
A un lapin de 2 kil. 350, ayant subi une saignée de 75 ee, de sang, il transfuse 60 ce. d’un sang conservé pendant quatre-vingt-douze heures; à un autre lapin de 2 kil. 800, saigné de 100 ce., il injecte par la veine Jugulaire 70 ee. de sang eitraté ayant séjourné huit jours à la glacière, Les deux lapins sont restaurés d'une
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façon définitive. À noter qu'avant loute transfusion, Île sang est réchauffé à 37° après simple filtration sur coton.
Pour H£pox, les sangs conservés plus de huit jours à une température de 0° ne possèdent plus leurs propriétés restaurantes,.
Ainsi done, on sait d’après ce court historique que:
Des globules rouges, placés pendant trois ou quatre semaines, dans un milieu bien déterminé, peuvent conserver leurs propriélés vilales. Réinjectés à un animal. ces globules possèdent le pouvoir de revivifier l'organisme considérablement affaibli par une forte hémorragie.
. : À en . Er
. = L | > = = | eh "re i tee APR dpt p 06 12e € er rot mi 00 LE E mn. . 2 LES Tir ne franit Mate sr " es af} ét ete
=> LS Hs nr pubs Me ANCIEN RES Cle rt PP ENTI +. | El (
CHAPITRE PREMIER
Etude comparée entre le sang frais et le sang conservé
Un sang bien conservé doit, pour être utilisé dans une transfusion, se rapprocher le plus possible du sang à la sortie des vaisseaux.
La vitalité de ce sang frais se manifeste par un faisceau de caractères objectifs qui peuvent se diviser pour la commodité de la description en anatomiques, organoleptiques, physiques et physiologiques. Leur étude d’ensemble sera la base d'estimation de nos sangs mis en conserve, où nous chercherons à réunir les éléments de critères pratiques pour juger de l’état de conservation.
CARACTÈRES ANATOMIQUES
On sait que, lorsqu'on examine une goutte de sang frais entre lame et lamelle, le globule rouge, de profil, se présente sous la forme de petites baguettes courtes, relativement épaisses, arrondies aux extrémités, amincies au centre; au contraire ovalaire, dans une position intermédiaire et circulaire s’il est appliqué au fond de la préparation. Là, on peut encore, par une mise au point attentive, reconnaître au centre une tache, à bords
estompés, qui paraît être tantôt claire, tantôt foncée, suivant l'élévation de l’objectif. Cette image ne correspond pas à une structure, mais à une simple dépression. C’est, en effet, l'aspect que prennent les corps concaves dans un milieu moins réfringent qu'eux.
Dans nos sangs conservés, les globules rouges de forme sphérique sont presque toujours observés et parfois on en rencontre de crénelés, de fissurés et d’étoilés ;
Ces formes ne sont nullement l’apanage de profondes altérations, comme nous le verrons ultérieurement. Même dans les sangs frais, à côté du type général précédemment décrit, on observe des hématies en forme de sphère, de calotte, de cupule et de cloche, dont la vitalité est indéniable.
Il ne faut donc pas être trop rigoureux sur la morphologie du globule rouge et quelques altérations, si elles ne sont pas trop accentuées, peuvent être admises.
Les colorations électives et les examens ultramieroscopiques n'offrent qu'un minime intérêt.
Le phénomène, bien connu, de la mise en piles de monnaie des globules rouges, propre au sang fraîchement cueilli, n’est pas à considérer, ear il n’y a là qu'un simple effet de tension superficielle et non un acte vital.
CARACTÈRES ORGANOLEPTIQUES Q
Ces caractères nous intéressent peu: en effet, la coloration, due aux stades différents d'oxygénation de l’hémoglobine (rouge vermeil pour lhémoglobine oxygénée, rouge foncé pour l’hémoglobine réduite), ne permel aucune estimation. L’odeur et la saveur n'ont rien non plus de bien caractéristique,
CARACTÈRES PHYSIQUES
La densité du sang (1,059 en moyenne), fonction de la concentration globulaire et de la quantité d'hémoglobine, présente une trop grande variabilité pour servir de test.
La viscosité, dépendant de la teneur du plasma en substances albuminoïdes et en globules rouges, est soumise à de nombreuses variations. On la mesure à l’aide de l'appareil très simple de Hesse (le coefficient normal — 5 en moyenne).
La viscosité, comme la densité, est une donnée trop imprécise pour servir de comparaison.
Un autre renseignement, plus précis, esi ie point de congélation qui indique la concentration moléculaire. Nous rappelons qu’il est de —0°,56 environ, aussi bien pour le sérum et le plasma que pour le sang total. Malheureusement, les examens eryoscopiques n'ont pu être pratiqués, faute d'appareil.
CARACTÈRES PHYSIOLOGIQUES
Un sang peut présenter des caractères anatomiques, organoleptiques et physiques, sensiblement et même absolument identiques au sang à la sortie des vaisseaux, sans qu'il puisse être pour cela apte à remplir le rôle thérapeutique exigé dans une transfusion. La preuve en est pour le sang défibriné, Ce sang, dont le battage seul à soustrait la fibrine, acquiert en quelques minutes des propriétés nocives. C'est ce que montrent de nombreuses expériences pratiquées sur le lapin: après une forte hémorragie, l’injection de son propre sang défibriné le tue régulièrement,
Détails curieux: le sang est d'autant plus nocif qu'il est réinjeeté plus près du moment de la défibrination et un vieillissement de plus de vingt minutes le rend inoffensif.
Les chiens résistent beaucoup mieux à cette action nocive et, même saignés à blanc, ils peuvent être restaurés définitivement par une transfusion suffisante de sang défibriné.
Chez l’homme, enfin, les transfusions faites au cours de tentatives ultimes, montrent que l'injection de sang humain battu suscite des troubles, en général, mortels.
Ces considérations nous prouvent la valeur de la recherche des caractères physiologiques.
En ce qui nous concerne, {rois grandes propriétés sont à considérer: l’hémalose, la coagulation et l’agglutination. Cette dernière, en raison de son application à la médecine légale, fera l'objet d'un chapitre distinet.
Propriétés hémalosiques. — Nous désignons ainsi cette propriété primordiale que possède l'hémoglobine, de fixer l'oxygène et de abandonner aussi facilement: C'est là, la fonction dite respiratoire de l'hémoglobine. Cette qualité en fait un test de vitalité du plus haut iniérêt: un sang conservé, ne possédant plus le pouvoir d'oxygénation, est un sang inutilisable pour une transfusion, c'est-à-dire un sang mort. On sait déjà que l’on peut réaliser, in vitro, l'oxydation de l'hémogiobine soit avee sa solution, soit avec des globules rouges. Mais, in vivo, les solutions d’hémoglobine ne peuvent jouer le anême rôle, car lhémoglobine devient un pigment, inapte aux échanges gazeux, destiné à la dégénérescence et à lélimination.
On peut utiliser des appareils précis tels que les spectroscopes, pour saisir les différents états d'oxydation de l’hémoglobine. (
La capacité respiratoire du sang, indiquée comme l'on sait, par le nombre de centimètres cubes d'oxygène que 100 em° de sang peuvent fixer par agitation prolengée à l’air (100 em° de sang humain ou de chien ont une capacité respiratoire de 24 em’, sous une pression d'oxygène de 150 millimètres de Hg environ et une température de 15°), peut être recherchée, avec précision, à l’aide de la pompe à mercure, où le vide et la chaleur libèrent complètement les gaz du sang. Les gaz une fois recueillis, sont analysés par les méthodes courantes. Il est à noter que le sang citraté, analysé après un repos de vingt-quatre heures et simple agitation à l'air, contient les gaz en proportion normale. Toutefois, si cette agitation à l'air est prolongée, la quantité d’anhydride carbonique peut diminuer, la proportion d'oxygène restant d’ailleurs toujours voisine du chiffre normal (Hédon, 1918).
Ainsi, faut-il, de toute évidence, éviter l’hémolyse du sang et s'assurer de sa propriété hématosique après un contact suffisant avec l’air ou avec loxygène pur.
Nous verrons plus tard que des sangs conservés, ayant séjourné dix jours hors de l'organisme, s’artérialisent de nouveau par simple agitation à Pair.
Propriétés de coagulation. — La coagulation qui se réalise plus ou moins rapidement, n'a qu’une importance très relative à notre point de vue. En effet, la coagulation qui est sous la dépendance de facteurs trop nombreux, est difficile à analyser.
à CHAPITRE II
L'Agglutination
La troisième grande propriété physiologique du sang est la propriété d'agglutlination. Elle a été particulièrement étudiée ces dernières années et nous allons essaver, au cours de ce chapitre, de classer les résultats encore épars.
En étudiant les phénomènes nocifs très graves, qu'on note lors de la transfusion sanguine, Creite et Landois (1874) constatent, les premiers, l’action des sérums sur les globules rouges appartenant à une autre espèce; phénomène actuellement äésigné par le terme d’hétéroagglutination.
On admet que l'agglutination se trouve sous la dépendance de substances, hypothétiques pour l'instant, désignées sous le nom d'agglutinines, ou, plus précisément, d'hémoagglutinines.
Parmi celles du sérum humain, il faut distinguer:
(a) les hétéro-hémoagelutinines,
(b) les iso-hémoagglutinines,
(e) Les auto-hémoagglutinines, que nous allons définir, dont nous relracerons succinetement l'histoire jusqu’à ce jour et dont nous nous efforcerons de mettre en valeur les propriétés importantes relatives aux applications de l’agglutination.
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HÉTÉRO-HÉMOAGGLUTININES
Substances capables d'agglutiner les globules rouges d'espèce étrangère.
Ces substances, peu étudiées, existent chez les individus malades comme chez les individus sains.
Le pouvoir agglutinant se retrouve, bien qu'atténué, dans le sérum dilué à 1/20 et n’est nullement impressionné par le chauffage à 52°.
ISO-HÉMOAGGLUTININES
Substances qui n'agissent que sur les hémalties d'individus de même espèce.
La connaissance des iso-agglutinines humaines est relativement ancienne; mais, au lieu de les considérer comme un attribut individuel, on les rattacha, tout d’abord, à des états pathologiques variés. Les premières recherches sur cette question remontent à 1899-1900 et pratiquées simultanément en Angleterre par Schattock et en Autriche, par Landsteiner, [ls observent que beau coup de sérums d'individus malades sont susceptibles d’agglutiner fortement les globules rouges d’indivi lus sains. Mais, c'est à Landsteiner (1905) et à ses collaborateurs que revient le mérite d’avoir établi que les isoagglutinines ne sont aucunement l'apanage de phénomènes pathologiques, mais qu’elles existent dans le sang de la grande majorité des individus normaux, ne faisant complètement défaut que par exception.
L'iso-agglutinine physiologique esi bien niée par quelques-uns, mais la confirmation constante de sa présence chez l'individu normal, fait foi désormais. Donc
les iso-agglutinines se trouvent dans presque tous les sérums d'individus adultes, Par contre, chez les nouveau-nés les iso-agglutinines se rencontrent rarement, Halban (1900) obtient l’agglutination des globules rouges maternels par le sérum fœtal, mais d’autres auteurs, très nombreux, infirment cette constatation.
En ce qui concerne le sérum d'enfant, Halban, Landsteiner et d'autres auteurs admettent qu'il se comporte comme le sérum des adultes.
Ainsi, la courbe de fréquence partie de zéro à la naïssance, tend vers l'unité avec la croissance.
Dans nos sérums conservés, à la température ordinaire, les iso-agglutinines se retrouvent entièrement et persistent pendant six mois avec leur maximum d'intensité. Mais il n'en est plus de même après deux ans, où les iso-agglutinines ont pratiquement disparu.
La richesse du sérum en iso-agglutinines est très
variable.
Les auteurs, comme Schattock, Eisenberg, constatent la disparition des agglutinines à des dilutions telles que 1/2, 1/10, 1/20, 1/30. Landsteiner et Leiner observent une réaction positive avec un sérum dilué à 1/100. Lattes et la plupart des auteurs affirment que les sérums dilués à 1/15, à 1/25 conservent, dans la majorité des cas, leur pouvoir agglutinant.
Les iso-agglutinines sont thermostabiles, et se maintiennent aclives, même à 60° (Hektoen, 1907). Lüdke (1905), constate, en étudiant le sérum de tuberculeux, que les iso-agglutinines disparaissent après le chauffage à 65°, alors que les hétéro-agglutinines vis-à-vis des globules rouges de lapin restent intactes, Le froid
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n'a aucune action: les sérums placés plusieurs mois à la glacière restent actifs.
Bien que l’activité agglutinante disparaisse avee le temps, nous avons observé des propriétés sensiblement identiques avec nos sérums conservés.
Les iso-agglutinines résistent assez bien aux agents cosmiques, si bien que l’on peut les trouver actives après plusieurs mois dans les taches de sang.
Nous avons observé celte persistance sur des sérums et des sangs dont la putréfaction datait de plus de six mois.
Il n'existe pas de type familial d’iso-agglutinine, la parenté n’imposant pas les mêmes propriétés sanguines — l'étude de Langer (1903), examinant le sang des membres de 15 familles, l'établit nettement, —- Hektoen, en 1907, fait la même constatation. Mais si les sérums d’une famille ne présentent pas les mêmes isoagglutinines, il est prouvé toutefois que les parents transmettent à leur descendance certains caractères de ces substances. Ce fait, déjà entrevu par R. Ottenberg et Epstein, a été confirmé par Von Dungern et Hirschfeld.
La loi de Mendel est applicable à la transmission des iso-agglutinines.
Les sérums contenant des iso-agglutinines ne se comportent pas tous de la même manière; les uns sont capables d’agglutiner certains érythrocytes, les autres en sont incapables. On en déduit que les iso-agglutinines sont spécifiques et ne réagissent seulement qu'avec une espèce déterminée de globules rouges.
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D'après Landsteiner, Decastello, et bien d’autres, les iso-agglutinines sont au nombre de deux. Pour Hektoen, Jansky et Moos, elles seraient au nombre de trois. Toutefois, les travaux les plus récents confirment les données de Landsteiner, c’est-à-dire l'existence de deux iso-agglutinines isolées, coexistant ou manquant toutes deux.
A chaque iso-agglutinine correspond une substance agglutinable renfermée dans les globules rouges et daprès les expériences d'Ottenberg (1911), il résulte que les hématies peuvent absorber de l’agglutinine sans subir d’agglutination — fait observé lorsqu'on ajoute trop de globules rouges à une dose déterminée de sérum.
La substance agglutinogène des hématies, à la température de+ 1 à + 3° C, se montre encore active après deux ans et demi, durée pendant laquelle nous avons pu suivre nos Conserves.
En résumé:
Les iso-hémoagglutinines sont spécifiques, indépendantes des conditions physiologiques et pathologiques.
Rencontrées dans les premiers temps de la vie, elles se maintiennent indéfiniment fixées chez l'adulte.
De leur grande résistance aux agents cosmiques, il résulte que l’on peut les trouver actives dans les taches de sang.
Au nombre de deux, désignées par + et 6 ou (a, b), elles se transmettent par hérédité mendélienne.
A ces deux agglutinines correspondent deux substances agglutinables où agglutinogènes, A et B, renfermées dans les globules rouges. L'aggelutinine et la substance agglutinable correspondante ne peuvent coexister dans un même sang.
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AUTO-HÉMOAGGLUTININES
Substances manifestant leur action sur les hématies mêmes du porteur.
Tout d’abord, on attribua une grande valeur à ces auto-agglutinines. Après leur découverte, par Klein (1890), de nombreux auteurs supposèrent le phénomène en relation avec des lésions hépatiques; puis, leur fréquence particulière dans la maladie du sommeil, en fi alors un symptôme caractéristique de trypanosomiase. Mais, constatée par la suite dans de nombreux états pathologiques, l’auto-agglutination est aujourd’hui interprétée comme un phénomène banal.
Lattes le rattacha à la disposition en piles de monnaie qui se produit dans les sérums normaux récents.
En 1922, il analysa le mécanisme de cette auto-agglutination et élucida les rapports existants entre l’auto, l'iso et la mise en piles des globules rouges.
D'après lui, il y à :
Présence constante de piles de monnaie dans les amas d'auto-agglutination.
Absence de fixation d'agglutinine sur les globules et, par suite, impossibilité de suppression du pouvoir autoagolutinant du sérum moyennant des doses répétées de globules.
Diminution considérable avee le temps, du pouvoir auto-agglutinant ( par analogie avec le pouvoir « empilant » des sérums normaux) avee persistance complète du pouvoir iso-agglutinant. De même action inhibitrice sur le phénomène par les sérums normaux vieillis.
L’auto-agglutination est intensifiée à la température
de 0° et supprimée à celle de 37°. La dilution au 1/3 la suspens tandis que le titre de dilution de l’iso-agglutination est plus élevé.
Done, pour Lattes:
L'auto-agglutination est un phénomène exceptionnel, simple exagération d’un phénomène normal: « l’empilement ».
CHAPITRE III
Applications
Les Groupes sanguins
Landsteiner, Decastello, Sturli, Jansky, Hektoen, Moos, Buchanan (1901-1907), ont déterminé, après de très nombreuses expériences, que les sangs humains pouvaient être classés en quatre groupes — les sangs d'un même groupe restant inagglutinables l’un par l’autre, et réagissant de la même manière avec les sangs des autres groupes.
Récemment, Guthrie et Huck (1923) ont cru utile d’en créer d’autres.
Pourtant on s'en tient aujourd’hui aux quatre groupes de Moos qui répondent suffisamment à la réalité et aux réalisations pratiques.
Le tableau suivant montre les propriétés de chaque groupement et ses signes distinetifs.
GROUPE I
Globules rouges actifs. — Sérum inactif.
Le sérum n’agglutine aueun globule rouge humain. Il ne possède aucune agglutinine (0).
NET Me
Les globules rouges sont agglutinés par les sérums des groupes IT, III, IV.
Ils renferment les éléments agglutinables A et B. Sang o À. B.
GRouPE II
Le sérum agglutine les globules rouges des groupes I et HIT.
I contient l’agglutinine 8.
Les globules rouges sont agglutinés par les sérums des groupes LIT et IV.
Ils contiennent l'élément A.
Sang 6 À.
CRoU?E III
Le sérum agglutine les globules rouges des groupes RAR
Il possède l’agglutinine 4.
Les globules rouges sont agglutinés par les sérums des groupes IL et IV.
Ils contiennent la substance agglutinable B,.
Sang « B.
GRouPE IV
Sérum actif. — Globules rouges inactifs.
Le sérum agglutine les globules rouges des groupes DNSTIR
Il possède les agglutinines 4 et 6.
Les globules rouges ne sont agglutinés par aucun Sérum.
Ils sont dépourvus d'éléments agglutinables.
Sang a B O..
D'où on peut établir le tableau synthétique suivant: (le signe + marquant agglutination et le signe 0 son absence).
1° AB obules|11 A
rouges UT B IV O
En se reportant à ce tableau, on remarque qu'il existe une catégorie d'individus (groupe T) dont le sérum n’agglutine les hématies d'aucun groupe, ce sont des récepteurs universels ; maïs leurs hématies sont agglutinées par les sérums de tous les autres groupes, ce sont des hématies non transfusables, et ces individus ne peuvent servir de donneurs que pour les sujets de leur groupe.
Il est par contre, une autre catégorie d'individus (groupe IV) dont les hématies ne sont agglutinées par aucun sérum des autres groupes. Ce sont des donneurs universels ; leur sérum est très vulnérant et ils ne peuvent recevoir que les globules rouges de leur groupe.
(1) Les Américains et les Anglais se servent de la classification de Jansky qui intervertit les groupes I et IV de Moos.
(2) Il serait préférable de mentionner toujours les groupes avec leurs propriétés o AB, BA, aB, a 80.
Les récepteurs du groupe IT peuvent recevoir le sang des groupes IT et IV, et ceux du groupe IIT celui des groupes IIT et IV.
Dans la transfusion, seule l'action du sérum du récepteur sur les hématies du donneur est à envisager; la réaction contraire ne présentant aucun danger parce qu'il n’y à pas mise en liberté d’albumines étrangères (lagglutination n'étant que la pré-lyse du globule) mais simplement libération d’albumines homogènes, tolérées et résorbées.. (G. Giraud).
De ces considérations, on a déduit, la règle générale suivante permettant d'éviter les incompatibilités sanguines :
Si le récepleur appartient au groupe I, tous les donneurs sont bons.
Si le récepteur appartient à l'un des autres groupes, le donneur devra être choisi soit dans le même groupe, soit dans le groupe IV (donneurs universels).
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D’après la statistique de Moos, la proportion des groupes, pour la race blanche, est de : Gr. E, 5 %, Gr. I1,:40 %: Gr. ITT, 10 %, et Gr. IV, 45 %.
Les recherches de Hirschfeld faites pendant la Guerre et portant sur des milliers de soldats européens, asiatiques, africains et australiens, établissent que la proportion du groupe IV est la plus stable, 35 à 40 % quelle que soit la race : le groupe IT, au contraire, passe de 53 % chez les Anglais et les Allemands, à 42 %, chez les Français, 38 à 40 % chez les Italiens, les Autrichiens, les Roumains, les Serbes, 82 - 37 % chez les Arabes, les Tures, les Russes, les Juifs, 26 % chez les Malgaches, 22 chez les Sénégalais et les Annamites, 19 chez les Hindous, chez lesquels le groupe HI s'élève à 41 % alors qu’il tombe à 7 % chez les Anglo- Saxons. Enfin le groupe I est le plus rare, dans aucune race il ne dépasse 8 %.
Notre statistique, établie sur 642 individus, est la
suivante :
Pour la race Blanche Pour la race Noiîre Européens Inligènes d'Algérie Sénégalais 254 281 107
Ge.
I > 8 ? % 115245 26 29 % LS
IV 47 d0 41 %
Er
Technique Beth, Vincent, Moos.
Les premières déterminations furent très longues, puisque devant s'appuyer sur un très grand nombre de cas; mais une fois les quatre groupes caractérisés, les recherches devinrent faciles. Il suffit de disposer des sérums de chaque groupe et d'observer leur action sur le sang du sujet examiné. On obtient ainsi, une formule d’agglutination que l’on interprète aussitôt.
Mais il est permis de simplifier encore cette recherche: en effet, il ressort du tableau précédent que l’épreuve simultanée par les sérums IT et IT, donne seule des résultats différents pour chaque groupe.
Voici done la technique courante:
1° Sur une lame porte objet, déposer à gauche, une goutte de sérum IT, et à droite, une goutte de sérum HI (inserire le chiffre correspondant du sérum pour éviter toute erreur).
2° Par piqûre du doigt, faire sourdre une goutte de sang de l'individu à classer.
3° Avec une pointe mousse quelconque (petit agitateur en verre, fait d'un tube capillaire fermé) porter une trace de ce sang dans la goutte de sérum IT et mélanger en remuant avec l’agitateur. Faire de même pour le sérum TIE, soit avec le même agitateur, bien essuyé, soit avec un agitateur nouveau.
4° Observer, en relevant la lame de temps en temps,
sur un fond éclairé.
L'agglutination se manifeste en une ou deux minutes, par de fins amas de consistance solide apparaissant très nettement au sein du liquide complètement éclairci.
Groupes dissociés —— Sous-groupes
Des individus placés, sans doute possible, dans le groupe IV par les examens des globules rouges (pas de substance agglutinable) peuvent appartenir aux groupes IL IIT et I par leur sérum (une seule ou pas d’agglutinine). Sur 400 examens, E. Werz et Iscu-Warz en ont trouvé # cas incontestables, qu'ils ont affectés aux « groupes ambigqus » et que nous appellerons « groupes dissociés ». Nous ne pouvons citer que deux cas, résultats d’un simple hasard d'expérience.
A côté de ces groupes, rarement rencontrés dans la pratique, il en existe de plus fréquents que nous nommerons « sous-groupes », ce sont les « groupes intermédiaires » de E. Weil et Isch-Wall, qui sont caractérisés seulement par des réactions d'agglutination, douteuses par les examens des globules rouges, et franches par les examens des sérums. Ainsi, parmi les groupes I, nous avons eu des réactions peu nettes par les globules, tandis que les sérums étaient inactifs vis-à-vis de tous les globules rouges récents (done bien du groupe D): il en est de même pour le groupe IV. Quant aux groupes IT et IIL, les cas douteux y sont plus rares. Ainsi, pour les groupes I et IV l'interprétation est parfois délicate.
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En rapport avec les iso-agglutinines, il découle que les groupes sanguins sont spécifiques, indépendants des conditions physiologiques et pathologiques. On à signalé des changements de groupe au cours de traitements médicamenteux; mais ils ne seraient que tem-
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poraires et après la cessation de la cause qui les à provoqués, lindividu retrouverait son groupe originel.
Un enfant peut appartenir aussitôt après sa naissance à un groupe sanguin et ce groupe peut-être différent de celui de son père ou de sa mère.
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L'identification des taches de sang (1) en médecine légale
LANDSTEINER et RICHTER éerivaient, il y a vingt ans
« Quel progrès immense on réaliserait si on pouvait « constater des différences dans la composition du sang « chez les individus distinets d’une même espéce. »
Pouvons-nous aujourd’hui, constater ces différences et différencier le sang d’un individu de celui de son voisin ?
La méthode des sérums précipitants de Ulenhuth, Wassermann et Schultze, se basant sur la découverte : de Bordet et Tchistowitsch, apporte dans le domaine de la médecine légale la preuve de présence du sang humain.
Nous pouvons donc distinguer notre sang de celui des animaux, nous pouvons donc dire parfois avec certitude, en présence d’une tache: «e’est du sang humain ». Pouvons-nous préeiser l'individu? c’est ce que nous permet d'espérer, dans une certaine mesure, la nouvelle méthode des sérums iso-agglutinants (groupes sanguins). Mais, dans une certaine mesure, car il est prématuré de parler de diagnose individuelle. Nous ne différencions pas pour le moment les sangs d’un même
(1) Pour la plus grande partie, nous résumons les travaux de Lattes,
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groupe. C'est aux patientes recherches du professeur italien Lattes, que nous devons l'identification précise des taches de sang par la méthode des iso-sérums.
En présence d'une tache de sang, deux procédés peuvent être utilisés:
a) Extraire les globules de la tache et les faire réagir sur des sérums standards IT et TT (8 et 4). Ce procédé est à rejeter: on parvient bien à régénérer quelques rares globules, mais ces derniers sont perdus au milieu d’une gangue de débris de toutes sortes, dispersés aux quatre coins de la préparation et obéissant mal à l’action des iso-agglutinines.
b) Extraire le sérum de la tache et le faire réagir avec des globules tests IT et IT {GI., A et B.). La formule d’agglutination permettra d'identifier la tache et de la classer dans un groupe déterminé.
Parmi les quatre groupes, il en existe un, dans lequel les globules rouges sont réfractaires à l’iso-agglutination, ce sont les globules IV ( , 8 0). Ces érythrocytes peuvent subir l’action des hétéro-agglutinines et être ainsi utilisés pour différencier une tache de sang humain, d'une tache de sang non humain, cette réaction se complète avec celle des sérums précipitants.
Extraire le sérum d'une tache de sang, ou plus exactement récupérer ses constituants seuls, est chose difficile.
L'expérience montre que lPextrait de coagulum n'a aucune influence sur le pouvoir iso-agglutinant, Done, le fait d'adopter des extraits totaux de taches de sang ne peut done altérer les résultats de l'épreuve.
Comme nous l'avons déjà signalé dans un précédent chapitre, la concentration du sérum a une influence sur le phénomène de l’agglutination.
L'atténuation des agglutinines ne modifie pas le mode d'union des globules, mais seulement diminue 1e nombre des hématies agglutinées.
A Ja dilution de 1/15, il y a disparition du phénomène et, d'autre part, une concentration exagérée peut produire une agglutination non spécifique. (Pseudo-agglulination ou empilement globulaire irrégulier.)
Une étude rigoureuse sur ce phénomène a été entreprise en 1922 par Lattes. Vu le grand intérêt que ce phénomène présente pour l'identification des taches de sang, nous lui consacrons en entier, le paragraphe suivant.
L'empilement normal des globules rouges (1).
L'empilement irrégulier ou pseudo-agglutination
I. -_ DANS LES SÉRUMS PURS ET RÉCENTS
Dans un sérum non iso-agglutinable par exemple entre globules et sérum du même individu, on observe le phénomène de la disposition en piles de monnaie: piles longues, régulières, s’anastomosant et ne laissant que peu de globules libres. On provoque cette réaction avec une goutte de sérum et une trace de sédiment globulaire pour éviter toute dilution.
Si on dilue progressivement le sérum, l'intensité de l'empilement diminue et les amas deviennent irréguliers, comparables aux amas de la véritable agglutination (pseudo-agglutination). A la dilution de 1/3, l’empilement disparaissant complètement, les globules sont libres.
De même, le vieillissement du sérum fait disparaître le phénomène. Après un certain laps de temps, l'empi-
(1) Voir planche.
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lement ne se produit plus: à l’étuve à 38° à partir de la 12° ou 15° heure, à la température ordinaire (18 à 24°), à partir du 4° ou du 5° jour.
Par contre, des sérums maintenus à la glacière à +1°, conservent intacte la propriété d’empilement, Mais dès qu'on laisse monter leur température, le vieillissement agit comme ci-dessus.
Mais le chauffage à 56°, pendant une demi-heure, rend définitive la propriété d’empilement. Ce chauffage annule done l’action destructive du sérum frais: un sérum, inaetivé à 56°, laissé pendant trois mois à la température ordinaire, réunit les érythrocytes en piles comme le sérum récent.
Les vieux sérums ont une action inhibitrice sur la faculté d'empilement que possèdent les sérums récents: si, à une goutte de sérum neuf, de moins de 5 jours, on ajoute le résidu see d’une certaine quantité de sérum vieilli, empilement ne se produit plus.
On a tenté de mettre en relation cette action inhibitrice avec des produits hautement dissociés et dialysables de décomposition protéique (les acides aminés). Rien de probant n'a été obtenu.
Le sérum, dont la faculté d’empilement a disparu, provoque sur les hématies des altérations caractéristiques (forme sphérique, aspeet brillant, surface légèrement müriforme) indépendantes des conditions osmotiques.
Les sérums récents, additionnés d'une émulsion de lécithine en eau physiologique, perdent, comme les vieux séruims, leur faculté d'empilement; la cholestérine, au contraire, intensifie le phénomène.
L'empilement n'est pas un phénomène spécifique, il
LS
se constate avec certains sérums sur des globules quelconques, à condition que liso-agglulination n'intervienne pas. Il pourra s’observer, soit avec sérum et globules de la même personne, ou du même groupe, soit avec un sérum quelconque et globules non agglutinables, c’est-à-dire globules IV. IT se produit sans aucune fixation de substance sur les globules.
Dans les épreuves d'iso-agglutination pratiquées, dans un but chirurgical ou biologique, avee du sérum frais, un œil non expérimenté peut confondre la pseudo-agglutination avec la vraie.
IT. — DANS LES SÉRUMS DESSÉCHÉS
Les sérums desséchés pris, à peu près, comme à l’état frais, ont la faculté d'empilement; mais l’empilement irrégulier simule l’agglutination.
Si, enfin, on concentre le sérum, on peut obtenir des agglutinations aussi intenses que lagglutination spécifique.
Les sérums dissous, contrairement aux sérums frais, n'obéissent plus au vieillissement et se comportent comme ceux chauffés à 56°.
Ce pouvoir conservateur de la dessiccalion est d'une importance capitale pour l'itentlificalion des taches de sang en médecine légale.
En résumé:
La disposition des érythrocytes en piles de monnaie est un phénomène non spécifique, subissant l'influence des conditions physiologiques ou pathologiques et semblant dépendre de l'équilibre colloïdal (instable) du plasma.
LAp 2
Comment distinguer la Pseudoet l’éliminer dans le diagnostic
Dilution des sérums ou des extraits ramenés à la concentration normale.
Résistance des amas globulaires à la dilution, le phénomène étant effectué.
Globules rouges humains chauffés pendant 5 minutes à 50°
Globules tests en suspension dans une émulsion de lécithine en eau physiologique (1).
AGGLUTINATION
Disparition à la dilution
de 1/15.
Les amas globulaires ne disparaissent pas à une forte dilution, ils subsistent à une dilution telle que l’agglutination ne se manifeste plus d'une façon appréciable.
Gardent la propriété d’être agglutinés par les iso-sérums agglutinants.
Aucune influence.
(1) Page 68.
de l’Agglutination Agglutination
individuel d’une tache de sang.
DIAGNOSTIC INDIVIDUEL D’UNE TACHE DE SANG
Il convient de connaître la dilution de l’extrait afin d’exclure la possibilité d’une pseudo -agglutination. Pour éliminer toute cause d’erreur, il suffit d'ajouter une égale quantité d'eau à l'extrait, (taux de la dilution, 1/2).
On peut procéder de façon à ce que la concentration du sang soit une concentration maxima. À l'iso-agglutination éventuelle, on peut établir s’il s’agit d’une vraie ou d’une fausse agglutination, par dilution.
L'emploi des émulsions globulaires chauffées à 50°, élimine de l’épreuve la cause d'erreur.
Avec cette préparation globulaire, on peut procéder à la lecture directe de la réaction d’iso-agglutination.
I. — LA TACHE EST-ELLE UNE TACHE DE SANG HUMAIN
Les globules tests IV (0) sont réfractaires aux sérums humains, mais réagissent avec les hétéro-agglutinines. S'il y à agglutination, le sang n'est pas du sang humain. Si la réaction est négative, que le sang ne possède pas d’hétéro-agglutinines, ou qu'elles se soient affaiblies, le diagnostic est impossible.
Cette réaction se complète avec les iso-sérums précipilants.
II. —— LE SANG APPARTIENT-IL A L INDIVIDU INCRIMINÉ
A) Si l'extrait de la tache agglutine Îes érythrocytes de l'individu, le diagnostie est déterminé; le sang de la tache ne lui appartient pas (diagnose négative).
B) L'extrait de la tache est mis en réaction avec les globules tests IE et TEE.
a) La tache ne présente aucune activité agglutinante, aucune conclusion certaine n’est alors possible, paree que les iso-agglutinines existant éventuellement, peuvent être détruites. On peut seulement émettre des probabilités suivant l’âge de la tache et les manipulations qu'elle à pu subir.
b) La tache possède ses activités agglutinantes propres et peut-être assignée à un groupe suivant qu'elle agglutine les globules IT, ITT ou tous les deux.
x) Si le sang, que l’on confronte, appartient à un groupe autre que celui de la tache (et toutes les fois que l'extrait de la tache n’agglutine pas les globules rouges de l'individu suspect, la seule combinaison possible, est: que le sang de la tache se trouve être du groupe If ou du groupe IIT et que le sang que l’on confronte est du groupe IV (4, g O ), le diagnostic est déterminé, la tache n'est pas faite de sang de l'individu (diagnose négative).
3 ) Si le sang que l’on confronte appartient au groupe
même de la tache, le diagnostic est indéterminé.
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On pourrait, dans ce cas encore, espérer la diagnose négative en multipliant le nombre des globules TE et III parce que certains d'entre eux réagissent exceptionnellement avec des sérums déterminés (sous-groupes): mais une pareille recherche ne possède pas un caractère pratique et serait justifiée seulement par limportance judiciaire du cas.
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Dans tous les cas, une diagnose négative a, seule, de la valeur, aucune diagnose positive n'est possible, même s'il y à identité rigoureuse entre la tache et le sang
suspect.
Techniques A. — TACHES DE SANG DE GRANDEUR MOYENNE I. — Préparation de l'extrait.
Il est nécessaire de préparer un extrait de la tache d'une concentration déterminée, propre à ‘la réaction d’agglutination. Il faut rétablir, avec de l’eau distillée, le volume originel du sang à l’aide de pesées précises (la quantité nécessaire de dissolvant étant de quatre fois le poids du sang sec, 20 % Hammarsten).
Suivant que l’on aura affaire à une croûtelle de sang, ou à des tissus imprégnés, la technique sera différente.
a) Substralum tissulaire. — Deux procédés sont employés pour évaluer le poids du sang see de la tache:
Une première méthode est d'extraire le sang avec de l'eau distillée, puis de peser le résidu see obtenu par évaporation à basse température.
— Dans des tubes de Borel contenant 5 ce. d'eau distillée, nous laissions macérer, pendant 12 à 24 heures à la glacière, des taches de sang, morcelées, done plus vite solubles; puis le liquide de macération était évaporé dans des verres de montre, à la température ordinaire ou à l’étuve à 37°. —
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Une seconde méthode est de comparer le poids d’une portion de la tache à celui d'une surface équivalente de tissu non taché. Par une simple soustraction, le poids du sang sec est déterminé.
— Pour avoir des surfaces équivalentes de tissu taché et non taché, nous tracions d’abord un carré ou un rectangle encadrant la tache dont nous mesurions les côtés avec le plus de précision possible. Sur une partie de l’étoffe non tachée, nous tracions des carrés ou des rectangles de dimensions égales. Nous détachions ces parties d’étoffe au rasoir. Toutes ces opérations étaient pratiquées, la toile tendue sur une planchette. Si le tissu était constitué par une chaîne et une trame perpendiculaires, nous ecomptions, pour plus d’exactitude, comme l'indique Lattes, les fils dans les deux sens à l’aide d'une forte loupe, nous enlevions l'excédent, et taillions les extrémités restées libres. Nous pesions cinq morceaux semblables de tissu non taché (Lattes en pesait dix); nous établissions la moyenne que nous comparions par la suite au poids de l'étoffe tachée. La différence nous donnait le poids du sang sec. —
b) Croûtelles de sang. — Une simple pesée à la ba-
lance de précision, donne immédiatement le poids. *k * *
Le poids étant connu, il faut procéder à la macération. Elle se fait en vase hermétiquement fermé, pour éviter toute évaporation ultérieure.
— Employer des tubes à hémolyse, fermés par des bouchons de caoutchouc. —
Ajouter, à l’aide d’une pipette centésimale, la quanüté d’eau distillée ou physiologique nécessaire (4 fois le poids du sang sec).
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— $e servir d'une pipette à eau, donnant exactement 50 gouttes au Centimètre cube, à la température de 15°; connaissant le poids d’une goutte établi par une moyenne avant toute manipulation, un caleul simple indique le nombre de gouttes à ajouter. —
La macération pourra se prolonger pendant 24 heures en milieu frais.
—- Laisser macérer 12 à 24 heures au maximum à la glacière. Pour éviter la pseudo-agglutination, employer soit la dilution de l'extrait au taux de 1/2, soit l'émulsion globulaire en solution lécithinée, (Se reporter à la page 44).
IT. —— Emulsions globulaires. — (Groupes IT, III et IV).
Lattes emploie des émulsions, en eau physiologique, à 5 %. ou en solution lécithinée.
Nous employions différentes préparations globulaires indiquées dans la deuxième partie de notre travail. —
Avant de pratiquer les épreuves avec les globules tests IT et IIT, essayer l’extrait avec des hématies IV, réfractaires à l’iso-agglutination, avec lesquelles l'agglutination doit être négative.
IT, — Réaction d'agglutination. — Lattes emploie la goutte pendante :
On dépose l'extrait (2 parties), sur une lame porteobjet auquel on ajoute l'émulsion globulaire (1 partie) ; on mélange le tout soigneusement et on porte à l’étuve. Le résultat, examiné au bout d'une 1/2 heure, est toujours net. La lecture se fait d’abord macroscopiquement, puis microscopiquement à un grossissement convenable (oculaire n° 3, objectif n° 4 ou n° 8).
Ca — 9 fee:
Nous employions la même technique que pour la détermination des groupes sanguins, c’est-à-dire une goutte d'extrait pour une trace de sang. L’examen se fait après quelques minutes. Afin de faciliter l’agglutination, nous faisions subir à la lame quelques petits mouvements de balancement. Macroscopiquement, lorsque la réaction était positive, les amas globulaires étaient nets; microscopiquement, nous avions des amas irréguliers et des globules libres.
La dimension des agglutinats varie d'un cas à l’autre, car la concentration change, même l’expérience exécutée avec le plus grand soin.
Cette technique est la plus scientifique et la plus rigoureuse.
B. — PETITES TACHES DE SANG
Obtenir un extrait titré, comme précédemment, est chose plus difficile, la possibilité de peser le sang étant illusoire.
Comme la concentration de l'extrait ne gêne en rien les résultats de l’agglutination, étant donné que l’on peut éliminer commodément la pseudo-agglutination par les moyens antérieurement indiqués (page 44).
On peut employer la technique suivante, où la concentration est maxima :
On place sur une lame porte-objet la fine croûte de sang, ou s'il s’agit de tissus, un petit carré de quelques millimètres; si l'étoffe est épaisse, on peut, avec avantage, faire avec les ciseaux, dans le centre du fragment, un petit trou où l’émulsion globulaire restera fermée en une cellule.
On ajoute une petite quantité de la suspension globulaire et on couvre avec une lamelle.
Dans cette préparation, le sérum se dilue seulement
Re
dans la zone adjacente à la tache (Halo rougeâtre), où il atteint son maximum de concentration. On fait subir à la lame quelques petits mouvements latéraux de va et vient pour faciliter la rencontre des globules, en évitant avec soin un mélange total du liquide.
L'agglutination positive est visible, généralement, en quelques minutes, elle se manifeste par des amas globulaires dans la zone liquide immédiatement adjacente à la trace de sang (il est inutile de prolonger l’observation plus d’une demi-heure).
Pour éviter la pseudo-agglutination, une dilution est nécessaire (page #4).
Quelquefois, les globules s'unissent à la tache, surtout dans les tissus tachés et l’agglutination devient moins facilement reconnaissable.
Cette technique, infiniment plus simple que la précédente, est infiniment moins précise.
C. — TECHNIQUE REPOSANT SUR LE PRINCIPE DU POUVOIR D ABSORPTION
On pulvérise finement la tache, on la suspend dans la plus petite quantité possible de sérum IV (iso-agglutinines « et 8 ).
Après un contact intime de plusieurs heures, à la température du laboratoire, on centrifuge et on explore, avec des suspensions de globules rouges IT et III (substances agglutinables À et B), les propriétés isoagglutinantes; si la tache contient de la substance agglutinogène, elle soustrait au sérum, l’une ou l’autre des agglutinines 4 et g, ou, éventuellement, les deux. Si les proportions entre les quantités de tache et de sérum sont convenables, l'absorption peut être sensiblement complète dès la première fois; s’il est nécessaire,
et que les circonstances s'y prêtent, on peut traiter le même sérum avec une deuxième portion de la même tache.
Conclusions de la Première Partie
Les propriétés suivantes sont nécessaires et suffisantes pour qu'un sang conservé puisse remplacer un sang frais:
1° Intégrité anatomique relative du globule rouge.
2° Pouvoir hématosique.
3° Pouvoir d'agglutination.
4° Tolérance de l’animal dans l'épreuve de la transfusion expérimentale.
CHAPITRE I
Conserves de sérums
Ï. — CoNSIDÉRATIONS GÉNÉRALES.
Nous nous sommes efforcé de réaliser, pour la conservalion des sérums, dans le but d'obtenir des sérums standards, deux conditions importantes:
1° Conserver, autant que possible, les propriétés isoagelutinantes.
2° Garder un liquide parfaitement limpide.
11 à été démontré que les substances spécifiques des sérums se conservent mieux à basse température, à l’ebseurité, dans un milieu peu humide, et sous une pression atmosphérique réduite. De même il à été établi, que tout sérum à la glacière ou desséché, conserve intacte sa faculté d’empilement. Enfin, la dessiceation diminue le taux d'activité. Devant ces deux dernières propriétés, nous avons rejeté les conserves à la glacière et les poudres de sérums desséchés et nous nous sommes attaché à deux procédés de conservation:
a) Sérums stériles en ampoule scellée ou en tube, à la température du laboratoire.
b) Sérums additionnés d’antiseptique, à la température du laboratoire.
te
IT. — PRÉPARATION
Prélever par ponction veineuse, suivant la technique habituelle pour une hémoculture, une quantité déterminée de sang à un individu déjà reconnu comme appartenant au groupe désiré.
Décanter le sérum obtenu après coagulation ou défibrination et le centrifuger pour enlever toutes traces de globules. |
L'additionner :
De citrate trisodique (nous avons employé ce sel à raison de 0 gr. 10 centigr. par centimètre cube de sér'um).
D'antiseptique pour sa conservation (une goutte d’une solution de quinosol (1) à 10 % par 2 ce. de sérum).
IT. —— RÉSULTATS
Malgré les précautions prises, il arrive bien souvent que le sérum n'est pas stérile et que laissé à la libre pullulation des microbes, il se trouble rapidement, se putréfie tout en conservant malgré tout, ses propriétés iso-agglutinantes.
Au contraire, les sérums absolument ou pratiquement stériles restent limpides et leurs propriétés agglutinantes se conservent pendant un certain temps.
Le tableau suivant, indique les résultats obtenus:
(1) Quinosol où chinosol (oxyquinolinesulfonate de potasse), poudre cristallisée, jaune, odeur safranée, soluble dans l’eau.
On peut employer tout autre antiseptique (tricrésol, acide phénique, etc.).
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O Pas d’agglutination.
Pour toutes ces réactions d’agglutination qui se sont succédé de semaine en semaine, en l'espace de deux ans, nous avons toujours employé des globules frais des groupes IT et III, pris directement sur des individus identifiés préalablement, ou du sang citraté total récemment préparé, datant de moins de 24 heures,
IV. — CoNcLusIoNs
Les sérums non stériles Sont à rejeter.
Les sérums absolument stériles sont très difficiles à obtenir.
Les sérums obtenus après défibrination ou après coagulation, additionnés d’un antiseptique (pratiquement
oi
stériles), répondent le mieux aux exigences des réactions d’agglutination.
Le citrate, qui a pour but d'empêcher la coagulation, est révélé, au cours des examens, comme non indispensable.
Sur 100 réactions d’agglutination, pratiquées parallèlement avec des sérums citratés et non citratés, les résultats ont été identiques. La coagulation ne peut se produire: les éléments nécessaires à la coagulation se trouvant considérablement dilués par le sérum réactif et les manipulations étant relativement rapides.
La saturation du sérum par le citrate de soude diminue l'intensité de l'agglutination.
Nous avons remarqué, parfois, par addition d’anti septique, une légère opalescence suivie d’un précipité.
Ï. —— PRÉPARATION
Prélever à un individu d’un groupe déterminé, 10 cc. de sang, à l’aide d’une seringue contenant préalablement 1 cc. d’une solution de citrate trisodique à 5 %; placé à la glacière pendant 24 heures, ce sang se sépare en deux couches, les globules qui se déposent et le plasma (plasma citraté) qui forme, au-dessus, une couche opalsscente; le louche du plasma est dû aux éléments figurés qu'il tient encore en suspension, globules blanes et plaquettes. Par centrifugation, le sang citraté se sépare en trois couches, les globules rouges au fond du tube, une mince couche blanche intermédiaire formée par les leucocytes, et, au-dessus, le plasma, devenu clair et limpide.
Décanter le plasma citraté et ajouter ure goulæ d’une solution de quinosol à 10% par 2 ce. Ce liquide constitue le plasma réactif que l’on peut conserver en tube ou en ampoule scellée.
Il est évident que, pour obtenir un plasma absolument stérile, toutes les manipulations doivent être exécutées avec une asepsie rigoureuse.
LL: — RESULTATS
Nous avons conservé ainsi, des plæsmas citratés, pendant un an et demi; ils nous ont toujours montré une activité agglutinante supérieure aux sérums conservés correspondants; cette activité se révélait par une plus grande rapidité de la réaction, par des amas globulaires plus volumineux et par une suppression presque totale de globules libres, que l’on trouve souvent en suspension dans le sérum réactif.
Nous avons identifié, comparativement avec des sérums, 185 individus, dont 160 ont présenté les mêmes formules d’agglutination, et 25 ont été différentes ; nous donnons ces résultats dans le tableau suivant:
Groupes identifiés Plasmas conservés par les sérums conservés. Il III Groupe I (3) = + + Groupe II (3) + ++ Groupe III (2) ++ + Groupe IV (à) + + « « (à) —— (e) « « (7) [e) =
++ Sign. : gros agglutinats, réaction rapide, goutte limpide. + Sign. : très petits agglutinats, réaction lente, goutte rousse. O Signifie : non agglutination.
Nous considérons done, comme positive, uné réaction
rapide, avee de gros amas globulaires, et surtout une limpidité franche de la goutte de plasma réactif.
Ï. —— PROPRIÉTÉS GÉNÉRALES DES MILIEUX CONSERVATEURS EMPLOYÉS
Un liquide conservateur de globules rouges, doit évidemment se rapprocher le plus possible du milieu dans lequel ils se trouvent à l’état vivant, c'est-à-dire du plasma. Aussi, lorsqu'il s'agira de trouver un liquide de conservation, on sera tout de suite porté à rechercher les propriétés osmotiques du plasma et à établir une solution isotonique avee ce milieu naturel de suspension.
La qualité d’un liquide conservateur ne tient pas seulement à la concentration moléculaire; mais aussi à la qualité des ions et c’est ce qui explique les effets particuliers obtenus par les solutions de Ringer, Locke, etc. pour la conservation des tissus vivants.
pres
IL. — CoMPoSITION ET PROPRIÉTÉS PARTICULIÈRES DE CHAQUE MILIEU
1° Solution physiologique. — Le point de congélation du sérum sanguin étant en moyenne de —0°,56, nous avons employé une solution de chlorure de sodium à
2 Solution de Ringer glucosée. —
Chlorure ‘de soditim:."..:#2..2# 9 gr.
Chlorure de potassium ,..... ) Bicarbonate de sodium ...... Ame O Sr 20 Chlorure de calcium ...... \ CHUCOS ET NT TR TA eee Are HAL TS II ACER PR ER ARE 1000 gr.
3°- Solution lécithinée. — (LATTES). — 20 à 30 centi-
grammes de lécithine pure (purifiée éventuellement par précipitation avec l’acétone) sont dissous dans 5 à 10 ce. d'éther éthylique lavé (privé des traces d'alcool) et ajoutés dans un petit ballon à 20 ce. de solution physiologique.
On fait bouillir, jusqu’à ce que l’éther soit chassé; on bouche alors le ballon et on l’agite vivement sous un jet d’eau froide, jusqu'à refroidissement complet. On reporte à 20 ce. avec de l’eau distillée et on laisse sédimenter. Au fond du récipient se déposent des flocons, et au-dessus, il reste un liquide jaunâtre, opalescent, filtrable sur papier, que l’on décante, prêt pour l'usage.
4° Solution de Locke gélatinée. — Les manipulations plus où moins traumatiques que subissent les hématies,
nf el
au cours de la défibrination, du lavage, de la centrifugation, ete., constituent des facteurs d'hémolyse. Celui dû au lavage, peut être éliminé en employant la solution de Locke gélatinée, dont la formule est la suivante:
NORCIMERE SN IE 9 gr.
CORNE ER R ES S.Ft 1 0 gr. Où JR De RS EE ,
Ca CL. mp ms nanas + à LME EE TE 0 gr. 10 ÉCRIRE MERE pr pin IR AE HO UML A Cr 1000 gr
Cette solution, excellente pour les lavages d’hématies, ne convient pas à un liquide conservateur.
ILE. -— PRÉPARATION DES CONSERVES D HÉMATIES
On prélève par ponction veineuse, une quantité déterminée de sang.
Ce sang est défibriné dans un ballon par agitation avec des perles de verre et débarrassé de son sérum par centrifugation et lavages répétés à la solulion de Locke gélalinée (3 lavages en moyenne).
Les hématies ainsi traitées sont émulsionnées avec un des liquides conservateurs précédemment indiqués, de telle façon que le volume de l’émulsion soit ramené au volume initial du sang.
Ces émulsions, additionnées ou non d’antiseptique (une goutte d’une solution de.quinosol à 10 % par 2 ce.) suivant l'usage qu’on en veut faire, sont mises en amles et placées à la glacière.
Toutes ces manipulations doivent être faites très aseptiquement.
IV. RÉSULTATS
Suspensions globulaires en eau physiologique. — Groupes II et III.
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Identification des taches de sang (1) (Croûtelles) à l’aide de suspensions globulaires en eau physiologique.
(Taches de Gr. II, III et IV. — Hématies tests, Gr. II et III.)
TRS ; ps d'ancienneté des
es La taches de sang.
de La ’ Juspension
glo bulaire
(1) Nous avons fait des taches de sang, de groupes connus II, IlIet IV (possédant leurs agglutinines), sur des substrata imprégnants (linge) et non imprégnants (métal, verre) que nous avons laissées sécher au laboratoire, sans aucune précaution.
Pour la lecture des tableaux, se reporter au bas de la page suivante.
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Identification des taches de sang (Croûtelles) à l’aide de suspensions globulaires en solution lécithinée (Taches de Gr. Il, III et IV.— Hémalies tests, Gr. II et III
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(1) S'appuyant sur une observation déjà ancienne que les altération des globules rouges empêchent la formation de piles de monnaie, LATTES chercha une solution qui pourrait provoquer une telle action sur les globules frais. La solution lécithinée répondit à ce qu'il désirait. En une telle solution, les hématies fraiches sont réfractaires aux sérums fortement empilants et autoagglutinants, au contraire, leur agglutinabiiité cst conservée. Les altérations que nous observons ne peuvent donc nous surprendre.
Pour les réactions d'agglutination pratiquées sur les taches de sang, une stérilité absolue des conserves n'est pas obligatoire: pratiquement, les conserves additionnées d’antiseptique sont suffisantes.
IT
Conserves de sang total
I. — CoNSIDÉRATIONS GÉNÉRALES
Par adjonction au sang d’une substance anti-coagulante, les hématies se trouvent avoir leur milieu naturel de suspension qui est le plasma propre, constituant ainsi, un liquide conservateur de premier choix.
Nous savons que dans les réactions enzymatiques de coagulation du sang, la présence de calcium est indispensable et seuls, les ions, sont actifs (il existe une certaine concentration d'ions Ca minima, déclanchant la coagulation et au-dessous de laquelle le sang reste liquide).
Pratiquement, pour obtenir les hématies en suspension dans leur propre plasma, il suffit d'ajouter une certaine quantité de sels précipitant le calcium (sang décalcifié) ou formant avec lui des molécules peu dissociables (sang à calcium inactivé ou sang stabilisé).
Il est évident qu’au point de vue particulier de la transfusion, tout réactif formant un précipité insoluble avec le calcium est à rejeter. Il est nécessaire d’employer une substance qui formera, avec le calcium, un composé soluble et qui, en même temps, devra être d’une innocuité absolue, lorsqu'elle sera introduite dans l’organisme. La seule substance qui possède ces deux propriétés, est le citrate de soude.
Nous avons employé le mélange fluorure et biphosphate de Na, décalcifiant le sang et le citrate de Na, le stabilisant.
Voyons la composition et la propriété des sels anticoagulants ou de leurs solutions.
IT, —— CoMPosiTION ET PROPRIÉTÉS.
1° Solution citratée (1). — Cette solution doit être avant tout isotonique. D'après les déterminations cryoscopiques de Curtyl, la solution devrait être de 3,29 %,, mais, notre maître, M. le Professeur Giraud, a constaté l'hémolyse des hématies humaines avec des solutions inférieures au taux de 4,5 %. Aussi les solutions que nous avons employées sont-elles à 5 %.
Pour produire l’incoagulabilité du sang, il faut trois molécules de citrate trisodique pour chaque atome de calcium contenu dans le sang. Il faut 1 gr. 718 (2 grs.) de citrate trisodique anhydre, pour produire l’incoagulabilité, in vitro, de un litre de sang artériel de chien. Pour le sang humain, la dose de 3 grs. par litre le rend sûrement incoagulable sans apporter un gros excès de réactif.
2° Solution citratée glucosée, — L'imperméabilité des hématies aux sucres a conduit Peyton, Rous et Turner, comme nous l’avons déjà indiqué dans notre historique, à ajouter à la solution citratée, une solution isotonique de glucose. Voici le mélange le plus favorable aux globules rouges humains:
(1) Nous avons employé du citrate trisodique cristallisé (CS H5 O7 Na3 + 5 1/2 H? O).
Ce citrate doit être théoriquement neutre à la phénolphtaléine — en fait, il présente, du moins pour le sel commercial, une légère alcalinité.
Pour la transfusion, on doit exiger une alcalinité très faible, car accentuée, elle serait due à du carbonate de Na provenant du mode d’obtention du citrate et préjudiciable aux hématies. Ces citrates commerciaux renferment aussi des quantités très variables d’eau de cristallisation.
Le citrate trisodique cristallisé de nos solutions prove: nait des maisons POULENG ou ADRIAN.
SADE in MON M PE A RE PU 3 parties.
Solution isotonique de eitrate de Na .... 2 parties. (8 %)
Solution isotonique de glucose ........ D parties.
Une suspension d'hématies en cette solution est isotonique et isovisqueuse au sang humain.
Pour nos conserves, nous avons recueilli le sang total et non les globules rouges seuls.
3° Fluorure de Na. — Biphosphate de Na. — À la dose de 1 gr. 50 à 2 grs de fluorure de Na par litre de sang artériel de chien, la coagulation du sang est empêchée.
Le phosphate bi-sodique cristallisé produit l'incoagulabilité persistante du sang artériel de chien à la dose de 20 grs 85 par litre.
Nous avons employé, pour le sang veineux humain. le mélange suivant, très homogène :
Fluorure desNa et ee. ARR a 00e { partie.
Biphosphate Mean rte. tant 2 parties.
à la dose de 0 gr. 30 centigrammes par 10 ce. de sang.
III. -— PRÉPARATION DES CONSERVES DE SANG TOTAL
1° Sang citraté lotal. — Recueillir le sang dans une seringue où dans une capsule stérile contenant préalablement une solution stérilisée de citrate trisodique à 5 %. La quantité de cette solution sera le 1/10 de la quantité de sang à prélever.
Agiter, doucement et sans arrêt, pendant sa réception.
Ajouter une goutte d'une solution de quinosol à 10 %
par 2 ce. du mélange. (Ne pas en ajouter pour une transfusion).
Placer ce sang stabilisé, en ampoule scellée et à la glacière.
2° Sang citralé glucosé total. — Recueillir 3 parties de sang dans 5 parties d'une solution isotonique stérilisée de glucose et dans 2 parties de solution citratée stérilisée à 5 %.
Agiter comme précédemment et ajouter une goutte de l’antiseptique.
Placer, en ampoule scellée, ce sang à la glacière.
3° Sang total fluoruré el biphosphalé. — Ajouter 0 gr. 30 du mélange par 10 ce. de sang recueilli (on peut utiliser une quantité moindre).
Agiter vivement pour faciliter la dissolution.
Ajouter l’antiseptique à la même dose que dans les deux précédentes préparations.
Placer en ampoule et à la glacière.
Faire toutes manipulations, pour la préparation de ces sangs citraté, glucosé citraté, fluoruré et biphosphaté, avec une asepsie rigoureuse.
IV. — RÉSULTATS
1° Sang citraté tolal.
Sang du groupe I: Tableau n° 1.
Sang du groupe HT: Tableau n° 2.
Identification des taches: Tableau n° 5.
3° Sang citraté glucosé total.
Sangs des groupes IT et HT: Tableau n° 4.
Identification des taches: Tableau n° 5.
3° Sang fluoruré et biphosphaté total.
Sangs des groupes IT et IT: Tableau n° 6.
Identification des taches: Tableau n° 7.
ou 0
Tableau n° 1
Sangs totaux citratés. — Groupe Il.
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Tableau n° 2
Sangs totaux citratés. — Groupe III.
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Tableau n° 7
Identification des taches de sang (Croûtelles) à l’aide de sangs totaux fluorurés et biphosphatés
(Taches Ce Gr. IT, HI et IV.— Hématies tests, Gr. II et TITI.
crennele des laches de sang. | ( en jours )
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V. -— RÉSULTATS GÉNÉRAUX
Nous voyons d'après ces tableaux que le sang citraté total conservé, donne les meilleurs résultats quant au pouvoir d'agglutination. En outre, que ce sang garde ses propriétés hématosiques bien plus longtemps que les autres conserves.
Ainsi, avec du sang citraté artériel de chien, en ampoule scellée, nous avons remarqué que les hématies, formant dépôt, présentaient toujours une belle coloration rouge pendant les cinq premiers jours et que du 5° au 10° jour, les globules devenus noirs, pouvaient reprendre leur coloration en remélangeant globules et plasma par agitation. Après le 10° jour, les globules restent le plus souvent définitivement noirs, même après agitation dans une atmosphère d’air ou même d’oxygène.
Le sang veineux citraté d'homme rougit à l'air, ne commence à noireir qu'au bout d’une semaine environ et devient progressivement et définitivement noir au bout d’une dizaine de jours.
Nous avons observé parfois avec des sangs de un mois et plus, étalés en mince couche sur une lame de verre, au moment de nos réactions d’agglutination, un virement au rouge après un contact plus ou moins prolongé avec l'air.
Quant à la morphologie du globule, sur trente-deux sangs citraiés, appartenant à différents individus, neuf ont présenté des altérations globulaires à des époques plus ou moins reeulées : aspect de boules épineuses avec crénelures ou fissures plus ou moins prononcées (1).
(1) Pages 22 et 44.
= 'Rn —
Nous n’avons jamais remarqué d'amas globulaires (1), les globules sont toujours libres dans le plasma.
Il est à noter que les hématies sphériques des sangs conservés en ampoules scellées ne présentent qu'exceptionnellement des crénelures .
Nous donnons donc notre préférence aux conserves de sang citraté total qui, pratiquement, peuvent servir aux recherches des groupes sanguins et, jusqu'à un certain point, aux recherches médico-légales.
(1) De même pour toutes les conserves (V. les tableaux).
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CONCLUSIONS
1° La conservation intégrale du sang est d’un intérêt évident en chirurgie et en médecine légale, soit en vue de la mise en réserve du sang à transfuser, soit en vue de la recherche de l'hémoagglutination pour le choix des donneurs ou pour l'examen médico-légal des taches de sang.
2° Les procédés de laboratoire que nous avons utilisés nous ont permis de conserver du sang qui gardait pendant plusieurs jours ses qualités vitales et pendant plusieurs mois (jusqu'à 30 mois) ses propriétés agglutinogènes.
3° Le sang prélevé aseptiquement sur un sujet sain peut, sans aucune addition de substances antiseptiques, se conserver d’une façon parfaite pendant plusieurs jours (3 à 5 jours en moyenne).
4 Une faible dose de substance antiseptique (solution de quinosol à 10 % — une goutte par 2 ce.) augmente de beaucoup les chances de conservation.
5° Les milieux conservateurs employés (eau physiologique, solution de Ringer glucosée, solution lécithinée, sang total citraté, sang total citraté glucosé, sang total fluoruré et biphosphaté), sauf le plasma citraté (sang total citraté), ne nous ont pas toujours donné en-
tière satisfaction.
Les
6° Les meilleurs résultats nous ont été donnés par les conserves de sang total citraté (1 cc. d'une solution de citrate trisodique à 5 % par 10 ce. de sang) et par les conserves de plasma citraté (1 cc. d’une solution de citrate trisodique à 5 % par 5 cc. de plasma), avec addition d’antiseptique (quinosol).
PLANCHE
Empilement normal Iso-agglutination (piles de monnaie) (Sérum HI + globules rouges 11} {Sirum pur récent + Sédiment globulaire du
méme sang)
Pseudo-agglutination Empilement irrégulier (auto-agglutination)
oculaire no 3 — objectif n° 8 marque : S/iassnie.
Sérum désséché (Taches de sang)
Iso-agglutination Pseudo-agglutination
oculaire n° 3 — objectif n° 4
marque : S/iassnie.
Dessins de préparations microscopiques
JEAN Goxox.
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