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CONNAISSANCES ACTUELLES DE LA QUESTION
Coloration du sérum normal de cheval
Un sérum normal, récolté aseptiquement, est d’une teinte: jaune plus ou moins accusée, vu sous une épaisseur d’environ 15 à 20 millimètres, c'est-à-dire la largeur habituelle d'un tube à essai ou d'une ampoule.
Cette teinte varie d'intensité suivant les sujets saignés ; il y a là des questions individuelles qu'il est impossible de prévoir et nous n'avons aucune donnée précise quant à leur déterminisme. Ces différences individuelles sont connues chez l'homme; c’est ainsi que, chez les Orientaux, la teinte du sérum est en général plus foncée que chez les Occidentaux; il paraît y avoir, aussi une relation entre la coloration du sérum et celle de la peau. Chez le cheval, il n’a jamais été fait de remarques de cet ordre; il serait possible, cependant, que des observations suivies dénotent quelque différence entre les sérums d'animaux très foncés de robe et des chevaux gris; cette question serait alors liée sans doute à celle de la production des mélanines, sous l'influence de la tyrosinase.
Parfois, le sérum est d’une teinte jaune très pâle. Cette hypocoloration a été signalée par Hayem dans les anémies et la chlorose: on l’observe aussi dans les maladies consomptives et cachectisarites, dans la tuberculose en particulier.
Le sérum devient parfois laiteux. Dans d’autres cas, il est verdâtre ou d’un jaune verdâtre plus ou moins foncé.
Lorsque des fautes de technique ont été commises dans la récolte du sérum, étant donné que, dans la pratique, le sérum.
est décanté dans les quatre jours qui suivent la saignée, il prend une teinte plus ou moins rouge par suite de la dissolution de l’hémoglobine. Cette dissolution peut être un phénomène d’hémolyse tenant à la contamination du sang par des bactéries ou un phénomène physique dû à d’autres causes parmi lesquelles nous citerons l'agitation pendant la coagulation, la présence d’eau dans les conserves, le retard apporté à la décantation du sérum, etc Le sérum peut être aussi de teinte rouge lorsqu'il a été décanté maladroitement ; et qu’une quantité notable de globules du sang y restent en suspension.
L'addition au sérum de certains produits destinés à assurer sa conservation, peut modifier sa teinte, en général, dans ces cas, il devient fluorescent.
Le vieillissement du sérum atténue la belle teinte jaune qu'il possède lorsqu'il est fraichement récolté. Au bout de plusieurs mois, il pâlit ; il n’est pas rare de voir certains sérums très vieux n'avoir plus qu'une teinte jaune très pâle, parfois même légèrernent rosée.
Le chauffage change la coloration. Lorsqu'on reste à des températures de chauffage ne dépassant pas 56°, l'atténuation de la teinte, tout en étant sensible, n’est pas encore très marquée. Au fur et à mesure qu'on s'approche de la température de coagulation, le sérum devient de plus en plus opalescent, jusqu'à
l’opacité complète. Il y a dans ces cas des différences individuelles très marquées.
Je ne ferai que citer les-modifications de couleur du sérum dues à des altérations. Pendant sa récolte, le sérum peut être contaminé par des bactéries ou plus fréquemment, par des moisissures. Certaines de ces moisissures poussent en touffes, et ne changent en rien la couleur du sérum; d’autres la modifient profondément et le rendent gris brun ou noirâtre, Il en est de même de certaines bactéries qui, si elles sont chromogènes, changent en très peu de temps la couleur du sérum. Par exemple, la contamination par le bacille pyocyanique, le rend brun-
noirâtre et, si on agite le tube, le sérum devient immédiatement bleu-verdatre.
Quelle est la cause de la coloration du sérum?
Pendant longtemps, on a désigné la matière colorante du sérum sous le nom de « lipochrome », « sérochrome » ou « luléine », sans connaître les relations que cette matière pouvait avoir avec les matières colorantes du jaune d'œuf, des graines ou les pigments biliaires. On désignait sous le nom d'hyper ou d'hyposérochromie, les variations de quantité de cette matière.
Daremberg prétendait qu'en centrifugeant le sang pendant une heure on obtenait un sérum aussi limpide que de l’eau, à condition que le sang soit turbiné rapidement après la signée. Lorsqu'on centrifuge du sang défibriné, disait-il, on ne peut obtenir du sérum sans globules rouges. Il concluait que les sérums de cheval, de bœuf, de chien et de lapin, ne doivent leur coloration qu’à des globules sanguins flottant dans le liquide et qu'il n'y a pas de matière colorante dissoute. Gilbert et Herscher s'inscrivent en faux contre cette opinion, disant qu'ils ont centrifugé de nombreux sérums pendant un temps considérable, et que ces sérums n’ont jamais perdu leur teinte.
Dor, opérant sur de la sérosité ascitique, tire la conclusion que le sérochrome est avide d'oxygène, que sous son influence, il se décolore, et que sous l'influence de la lumière, il s'oxyde. Nous verrons que ces conclusions sont parfaitement exactes pour le sérum.
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Nous savons, aujourd’hui, que la coloration du sérum est due à la présence de faibles quantités de bilirubine.
Hammarsten considère les pigments biliaires comme une partie constituante dusérum de cheval d’où il a ‘pu isoler la bilirubine en cristaux, 17 fois sur 20.
Les travaux de Gilbert, Herscher et Posternak montrent que, dans la réaction de Hayem, la formation d’un anneau bleu est due à la présence de bilirubine et ils n'ont pu l’obtenir avec l'hémoglobine, l’albumine, l’indican et les lipochromes. Dans les cas où l’on obtient cet anneau bleu, on peut faire ressortir dans le coagulum la série des anneaux caractéristiques de la réaction
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de Gmelin il suffit de pratiquer la réaction dans un grand verre sur du sérum dilué de 1 à 2 volumes d’eau, pour favoriser la diffusion de l'acide. L'intensité de la réaction de Gmelin est proportionnelle à la teinte des sérums, exception faite pour les sérums lactescents et les sérums hémoglobiniques.
Ces mêmes auteurs ont pu concentrer la matière colorante de la façon suivante : on traite 2 volumes de sérum par un mélange de 1 volume de chloroforme et 2 volumes d’alcool:à 05°; l’albumine est précipitée par l'alcool et la matière colorante se dissout dans le chloroforme. On filtre, on lave à plusieurs reprises avec un mélange alcool-éther, on ajoute lentement et en agitant, de l’eau au liquide filtré. Le chloroforme se sépare plus ou moins jaune, mais ayant concentré la matière colorante. S'il est trouble, il se clarifñie en 6 à 12 heures; s'il y a des graisses on ajoute quelques gouttes d’alcool et Îe liquide devient limpide.
Un auteur italien, Zoja, avait prétendu que la matière colorante du sérum était de la lutéine. Cette lutéine existe dans le sérum des Oiseaux; mais Gilbert et Herscher ont démontré que cette substance, mal définie, n'intervient pas dans la coloration du sérum. Ils ont repris l'étude des réactions de Zoja et ont constaté que, en réalité, ses réactions témoignent de la présence de la bilirubine.
Il ne parait pas douteux que la matière colorante du sérum de cheval soit la bilirubine. |
La quantité de cette substance, contenue dans le sérum, est assez faible. On a constaté la présence, chez les animaux, des auantités suivantes :
Cheval.. 1 gramme de bilirubine pour, 7.950 c.c. de sérum Piséon.ns — — 11.450 — — Bœuf... 1 _ 13,000 —— * — HOT — —- 18.000 — — Pouler — — 20.000 — — Canard... — — 24.000 — —
A. Ranc, sur les conseils de Dastre, reprit la question de la coloration du sérum de cheval. Ii recueille le sang dans un vase contenant 2 grammes d’oxalate de soude et 50 c.c. d’une solution physiologique de chlorure de sodium à 7,50 pour 1.000, le tout
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pour 1.000 c.c. de sang. On laisse reposer, on décante et on centrifuge; on obtient alors un liquide jaune ambré. Ranc a pu ‘obtenir ainsi, pat précipitation par l'alcool et dissolution dans le chlorofurine, un précipité de bilirubine. Cette bilirubine est analogue à celle qui est préparée à partir des calculs biliaires: elle a le même aspect, ses solutions chloroformiques sont les mêmes et elle donne les mêmes réactions avec les carbonates alcalins, l’acide nitrique fumant, la solution d’iode ét l’atide diazosulfanique. Cet auteur a recherché si, dans le sérum, existaient d’autres substances pouvant le colcrer. Il démontra que, seule, la bilirubine était en cause, par un certain nombre d'expériences :
a) Au sérum obtenu, il ajoute 2 fois son volume d’alcoo! à 95° puis du chlorure de calcium en solution à 10 pour 100. Il se forme un précipité jaune de bilirubinate de calcium mélangé aux sels de calcium des autres pigments biliaires. La liqueur surnageante est incolore, et la formation d’un composé calcique inso- Tuble est un caractère des matières colorantes biliaires, ce qui les différencie des lutéines. :
b) Le mélange chloroforme alcool, d'où s’est précipitée la bilirubine est encore coloré en jaune vert. Si on l’étend d’eau distillée et qu’on agite avec du chloroforme, celui-ci prend la coloration, et 1l la cède à une solution étendue de carbonate de soude. ‘Cette réaction est propre aux pigments biliaires.
c) Le mélange chloroforme alcool, jaune vert, contient des produits d’oxydation de la bilirubine. Si on réduit par un courant d'hydrogène sulfuré, on ramène le liquide à la teinte jaune d’or de la solution de la bilirubine. Ce processus d'oxydation et de réduction est caractéristique de la bilirubine ;
d) Le précipité des matières albuminoïdes du sérum entraîne mécaniquement un ie de la matière colorante. Si on le sèche sur le vide, et qu’on le lave avec de l’alcool, jusqu’à ce que le liquide ne soit plus coloré, on obtient les albuminoïdes entièrement blancs.
Il y a donc bien, dans à sérum, de la bilirubine, à l'exclusion d'autres matières colorantes. PRES MARS
Les variations de la quantité de os da sérum ne sont pas connues chez le cheval. Chez l'homme, l’hypocholémie est en relation avec les anémies accusées, le cancer et la tuberculose;
lhypercholémie est fréquente dans la néphrite interstitielle, la cirrhose hypertrophique, les ictères, l’obstruction du cholédoque.
Il y aurait matière à une étude suivie des variations de la bilirubine du sérum dans certaines affections du cheval.
Les pigments biliairés dans le sérum
LEUR RECHERCHE
Puisque toute la question de la coloration du sérum que nous. avons envisagée se résume à la présence des pigments biliaires, je rappellerai quels sont les moyens de les mettre en évidence.
On sait que le pigment fondamental de la bile est un pigment jäune orangé, appelé la bilirubine, de laquelle dérivent tous les. autres pigments: ;
a) par réduction, la bilirubine donne de l’urobiline, très rare dans les sérums ;
b) par oxydation, elle donne de la biliverdine (verte), de la bilicyanine (bleue), de la bilipurpurine (rouge), et de la cholétéline (jaune);
c) par hydratation simple, on obtient de la bihfuscine;
d) par hydratation et oxydation, de la biliprazine;
e) par réduction et hydratation, de l’hydrobilirubine.
Nous ne dirons rien des différentes bilrubines, cela nous entrainérait beaucoup trop loin; ceux que .la question intéresse-rait, trouveront les documents nécessaires dans la thèse de Piettre.
Je n’envisageraï qüe les procédés de recherche concernant la bilirubine et l’urobiline.
BILIRUBINE
Réaction de Gmelin. — Cette réaction est basée sur ce fait que la bilirubine traitée par un oxydant, acide nitrique nitreux, dans l’espèce, se transforme en de nouveaux corps que nous venons d’énumérer plus haut. On obtient, par le mélange des.
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solutions, les diverses teintes ou la superposition des teintes si on les met seulement en contact.
Réactif nitreux nitrique.
Gilbert et Herscher se servent du réactif suivant :
Acide nitrique pur:à 36°..... 2600%0ic.
AUOT RTL 100: €.c.
Nitnite de ssoude...... 112 0,60 gr.
‘Réaction de Hayem. — Cette réaction est une modification
de celle de Gmelin. Dans un tube cylindrique à fond plat, de 1 cm. de diamètre, on met le sérum et on ajoute, à l’aide d’une “pipette effilée, de l’acide nitrique nitreux. 11 se produit au contact, un coagülum qui présente une zone supérieure blanche et une imférieure, jaune. À l’union de ces deux zones, apparaissent les phénomènes colorés. S'il y a de la bilirubine, il se forme un liseré bleu à reflets verdâtres qui finit par disparaître.
‘Réaction de-Grimbert. — On prend 10 c.c. de sérum et om “ajoute:s"c.c. d’une:solution de chlorure de baryum à 10 p. 100. On agite :on filtre, on lave à l’eau distillée, on perce le filtre au fond et‘on‘entraîne le précipité resté sur le filtre par 5 c.c. d’alcookà 90°, renfermant 5 pour 100 d'acide chlorhydrique. On porte quélques instants au bain-marie bouillant. L'alcool qui surnage est vert'bleu, $11 y a des pigments biliaires. Il faut parfois ajou- -ter 2 gouttes d'eau oxygénée pour oxyder le pigment, s’il y ên a-une assez forte quantité. On peut aussi centrifuger au lieu de filtrer.
Cette réaction de Grimbert a été faite pour la recherche de la ‘bilirubine ‘dans l'urine. Je l'ai essayée sur le sérum et je lai abandonnée car elle est assez longue et les résultats ne sont pas très satisfaisants, en raison, sans doute, de la trop faible quantité de bilirubine contenue dans le sérum.
Réaction de Salkowski. — On ajoute du carbonate de soude au-sérum,.puis-goutte à goutte, une solution de chlorure de calcium au 1/10°, on filtre, -on lave le précipité et on le dissout dans l'acide .chlorhydrique, on chauffe; la liqueur devient bleue si elle contient de la bilirubine.
Méthode de von Jaksch. — l'amiante, puis on le coagule à 78-80°, dans une éprouvette étroite. Le sérum ne contenant pas, de bilirubine-est lactescent et coloré en jaune clair; s’il en contient, il prend une teinte verdâtre. Si l’on chauffe à nouveau à 50-60°, le sérum prend, suivant la quantité de bilirubine qu’il contient, une coloration verte plus ou moins intense.
Méthode de Hedenius. — On mn 3 à 4 c.c. de sérum et on ajoute 15 à 20 c.c. d’alcool, on filtre et on ajoute au liquide
filtré, goutte à goutte, de l’acide chlorhydrique à 10 p. 100. On porte à deux reprises à l’ébullition. La présence de la bilirubine se manifeste par une teinte bleu verdâtre qui apparaît après un ‘temps variable.
D'après Hammarsten, la limite de one Fe cette réaction “serait de I pour 50.000.
Méthode de A. Jolles. — I] à basé une méthode de recherche et de dosage de la bilirubine sur l’action des halogènes (CI, Br, I) en solution chloroformique ou alcoolique. La bilirubine dissoute dans le chloroforme donne de belles colorations vertes ou vert bleuâtre. Mais cette réaction est extrêmement
délicate et on peut obtenir des décolorations complètes.
Réaction de Piettre. — I] signale une réaction très sensible, c’est la coloration violette que prend la bilirubine dissoute dans le chlorure de benzyl, sous l'influence des halogènes, du
brome en particulier. Cette méthode permet de déceler des traces .infinitésimales de pigment. Le matière à analyser est traitée à chaud par le chlorure de benzyl, après filtration et refroidissement, on ajoute goutte à goutte une solution très faible de brome dans du chloroforme ou de l'alcool. S'il. y a de la bilirubine, le chlorure de benzyl se colore fortement en violet-bleu.
Si je signale cette réaction si sensible, c’est pour. faire, remarquer qu’elle est applicable à la bilirubine pure : seulement et qu’elle ne peut être un procédé de recherche de ce Loos dans les liquides organiques. - AE ME + ANT -
Méthode de G. Lepehne. — ul préconise la méthode sui- -vante : on place dans 3 tubes: de. 0,4 à 0,6 cm. de diamètre “0,25 c.c. de sérum frais. Dans un des tubes, tube de comparaison, on dilue le sérum avec 0,2 c.c. d’eau. Dans un autre tube, on
ajoute quelques petits grains de caféine associée à du salicylate de soude, pour activer la réaction.
On ajoute alors 0,2 c.c. du diazoréactif suivant: Solution À
ACidessultanihique #2: . O,I
Acide chlorhydrique. ...... on
PAUMSUÉ NN en At 100 Solution B
Nitrite de =Soude. 10: 2. 0,5
ADR HIER EPP ERA
On mêle, pour l'usage, 5 c.c. de la solution À avec 0,15 c.c. de la solution B. On observe la réaction colorée sur fond blanc à la lumière réfléchie (1).
Méthode de Auché. — I1 reproche à la méthode de Hayem, même modifiée, d’être peu sensible et de forcer à constater des nuances limites toujours difficiles à saisir ; il en propose une autre basée sur le principe suivant : laisser de côté les réactions de coloration et de fluorescence et chercher dans le spectre, la bande, dans le rouge, en solution alcaline.
Îl recommande le procédé suivant: on place dans un petit tube 2 à 3 c.c. de sérum donnant une épaisseur de 8-10 centimètres, on ajoute 2 gouttes de cyanure de zinc ammoniacal (10 gr. de cyanure de zinc dissous dans 100 c.c. d’ammoniaque); puis, goutte à goutte, une solution iodée au 1/100° en surveillant l’apparition de la bande. Quand elle apparaît, on ajoute encore 2 à 3 gouttes de la solution iodée et quelques gouttes d’ammoniaque.
Il est rare, d’après cet auteur, qu’on n’ait pas de résultat sous 10 centimètres d'épaisseur. Avec le sérum de cheval, il suffit souvent de 1/2 ou 1 cm. car ilest toujours très chargé de pigments.
(1) Je rappelle que la diazo-réaction d’Erlich est basée sur ce fait que l'acide sulfanilique, en se combinant avec les amines aromatiques, en présence d'acide azoteux, donne des produits de condensation colorés appelés diazoïques. Certaines urines donnent une coloration intense par ce réactif.
. Méthode colorimétrique. — Plus il y a de bilirubine dans le sérum, plus sa teinte jaune est intense; il est donc possible d'appliquer à son dosage une méthode basée sur la coloration, sauf dans les cas où il y a trop d’hémoglobine ou lorsque le sérum est lactescent. La méthode la plus pratique est celle de Gilbert, Herscher et Posternak. Elle est basée sur ce principe que, dans un sérumartificiel, l'anneau bleu correspond toujours à une concentration définie de la bilirubine. En diluant le sérum initial et le sérum artificiel, on peut calculer la quantité de bilirubine contenue dans le sérum, connaïssant la teneur en bilirubine qui fait apparaître l'anneau bleu. Ces auteurs ont fait construire un appareil propre à faire ce dosage, auquel ils ont donné le nom de « cholémimètre ».
La méthode de Stadelmann, qui consiste à peser les pigments isolés, n’est pas applicable au sérum; celle de A. Jolles, qui consiste à transformer la bilirubine par l’iode, ne convient pas non plus à cette recherche.
D'après Hijmans van den Berg, il n’existerait pas qu’une seule réaction colorée; il distingue une réaction prompte qui s'effectue en quelques secondes avec le diazo-réactif et une réaction ralentie qui se produit au bout de 30 secondes au plus. Selon lui, cela. est dû à üne différence dans la composition chimique de la bilirubine ou dans:sa liaison avec d’autres corps. La réaction prompte caractériserait la bilirubine hépatique (bilirubine de stase) et la réaction lente, la bilirubine originaire du système cellulaire réticulo-endothélial (rate et ganglions); c’est la bilirubine de Lepehne, témoin d’une hémolyse excessive. Entre les deux, il existe une réaction diaphasée, ou après un léger changement de couleur, la réaction s’arrête pour se poursuivre et ne s'achever qu'après quelque temps; elle serait due à l’existence de deux espèces de bilirubine.
On voit que le problème ainsi posé devient extrêmement complexe et il faut attendre de nouvelles études précises pour vérifier cette hypothèse.
La méthode employée par cet auteur repose sur le fait qu'en désalbuminant du sérum avec de l'alcool, les pigments passent dans ce dernier. On prend du sérum, et on lui ajoute de l’al-
ue
cool; les albumines coagulent. On centrifuge et on puise le liquide clair. On le met dans le bac du colorimètre, et on y ajoute le mélange diazo (acide sulfanilique chlorhydrique plus nitrite de soude). On y met aussi un peu d'alcool pour dissoudre .les corps gras. On compare alors la teinte obtenue à celle d’une solution de sulfocyanure de fer dans l’éther dont l'intensité correspond à une solution donnée de bilirubine; et on calcule la valeur en bilirubine du sérum employé.
En résumé, de toutes ces méthodes de recherche de la bilirubine, une seule paraît vraiment pratique lorsqu'il s’agit du sérum; c'est la caractérisation de l'anneau bleu par l'acide nitrique nitreux. Nous avons vu que cette réaction appartient en propre à la bilirubine et non à d’autres corps.
Suivant la concentration en bilirubine du liquide examiné, la sensibilité de la réaction varie dans d’assez grandes limites : la série des anneaux colorés apparaît seulement lorsque la concentration atteint ou dépasse I pour 3.500.
Si la concentration est inférieure à 1 pour 7.000 l'anneau bleu seul se détache nettement sur le coagulum albumineux; si la concentration est inférieure à I pour 40.000, on n'obtient plus aucune réaction.
UROBILINE
On sait que, si l’on fait agir sur la bilirubine un agent réducteur, il se forme de l’urobiline, ou un corps plus réduit, le chromogène de l’urobiline, qui peut redonner de l’urobiline par oxydation. |
L'urobiline ne se trouve dans le sérum qu’en très faible proportion ; il est rare qu’on l’y rencontre en grande quantité.
Elle peut être caractérisée par le spectroscope (bande entre le bleu et le vert, en milieu acide), ou bien par la fluorescence qu’elle acquiert lorsqu'elle est traitée par un sel de zinc. :
A. Morel et O. Monod ont donné une technique de recherche très sensible. Pour eux, le caractère le plus typique de l’urobiline est la fluorescence verte qu’elle donne en présence des sels de zinc, mais leur technique se caractérise par un épuisement plus parfait du liquide, et son éclairage intensif.
On ajoute à 2 cc. de sérum, 10 fois le poids d'alcool éthylique à 95° et on chauffe pendant 1/2 heure à l’ébullition, au bainmarie, au réfrigérant ascendant. La solution alcoolique, séparée du coagulum par essorage, est concentrée au bain-marie à 3 cc. On additionne d’une goutte du réactif d'Obermayer (1) dilué à 1 0/0, puis on ajoute 2 cc. du réactif suivant :
ACCtAl de ZINC ER Er Ur I gramme AICOO PA RONN OEM PURREN AT 100 grammes ACILE ACER RARE EEE TE AE jusqi'à clarification
On abandonne le mélange 24 heures, on filtre ou on centrifuge, et on verse dans un tube à essai. On place alors ce tube au foyer d’un système optique convergent puissamment éclairé (lampe à arc, à magnésium ou même manchon incandescent). On décèle ainsi des traces d’urobiline indécelables par d’autres méthodes. ;
Grigaut a préconisé la méthode suivante on ajoute à 10 cc. de sérum, IO cc. du réactif suivant :
Perchiorure eme Per re 5 gouttes A Cite ace AUTO Dent RE ete 20 cc.
CÉAU SRI ER eee LRU 80 cc.
Le mélange, préalablement saturé de sulfate de soude, est porté à l’ébullition, dans une capsule, en l’agitant. On filtre, et l’urobiline passe dans le filtrat, alors que les pigments restent sur le filtre. On ajoute au filtrat 4 ce. de chloroforme thymolé à 15 0/0 (Auché) ; le chloroforme se sépare et on le reçoit dans un tube; on ajoute la solution d’acétate de zinc dont nous avons donné la formule, jusqu'à cessation du précipité ; on obtient alors la fluorescence caractéristique.
La présence de pigments biliaires gênant la recherche de l’urobiline, Grimbert et Poirot viennent de donner tout récemment
(x) Réactif d'Obermayer :
: Perchlorure de fer : 4 cc.
Acide chlorhydrique pur : 1.000.
une nouvelle technique pour la recherche de ce corps, qui consiste à transformer la bilirubine en biliverdine insoluble dans le chloroforme; puis, après épuisement par le chloroforme, à ajouter à ce dernier une solution chloroformique d’acétate de zinc. Cette méthode à été préconisée pour la recherche de l’urobiline dans le liquide duodénal, mais elle peut s'appliquer au sérum, à condition de le diluer pour ne pas être trop gêné par le magma dû aux précipitations.
RECHERCHES PERSONNELLES
La cause de la coloration du sérum de cheval paraissant nettement établie, à savoir qu’elle est due à la présence de petites quantités de bilirubine, les différentes influences physiques ou chimiques qui font varier la teneur en bilirubine d’un sérum, par suite de ses transformations successives, nous expliquent à priori les différences de coloration des sérums.
A notre connaissance, aucune expérience n’a été tentée pour étudier ces actions, et aucune démonstration n’a été donnée pouvant expliquer des faits que nous observons chaque jour. Une argumentation par voie de raisonnement, pour si logique qu'elle soit, n'a jamais la valeur d’une preuve expérimentale : c’est pourquoi nous avons repris la question dans son ensemble, et nous allons étudier l’influence d’un certain nombre d’agents sur le sérum normal de cheval.
I. — Relations entre la coloration du sérum
et la présence de la bilirubine
I est démontré par les différents auteurs que la bilirubine est la cause de la coloration du sérum. Donc, à priori, l'intensité de la coloration est fonction de la quantité de bilirubine contenue dans un sérum donné, et sa décoloration doit être causée par la disparition de ce pigment, sous une ou des influences à déterminer.
Nous avons essayé la démonstration directe de cette hypo-
thèse, en opérant sur un grand nombre de sérums. Pour la recherche de la bilirubine, nous nous sommes arrêtés à la méthode de Hayem. Voici comment nous opérons : dans un petit tube d'environ 8 mm. de diamètre, on verse 2 cc. du sérum exaexaminé, et à l’aide d’une pipette effilée, on porte au fond du tube 1 cc. du réactif nitreux nitrique dont nous avons donné la formule. On laisse couler le réactif dans le fond du tube: il se forme, au contact, un coagulum jaune xantho-protéique, et audessus un coagulum blanc. A la limite des deux apparaît un ‘anneau bleu caractéristique de la présence de la bilirubine. On peut, si l'on veut, opérer en sens inverse, en versant d’abord au fond du tube le réactif nitrique, et en laissant arriver à la surface le sérum; le résultat est le même. Nous verrons cependant, que le choix du moyen n'est pas toujours indifférent, lorsque nous étudierons la densité des sérums provenant d’un même cheval, à différentes époques. Lorsqu'il y a de la bilirubine en quantité normale, la réaction se manifeste instantanément par une coloration bleue diffuse; elle se précise ensuite sous la forme d'un anneau, maïs il faut attendre environ un quart d'heure pour le voir nettement ; parfois, il se fait attendre jusqu'à 2 et 3 heures. Après sa formation, l'anneau bleu disparait progressivement en même temps que le coagulum jaune envahit toute la hauteur du liquide primitif.
Nous allons donner le relevé de notre cahier d'expériences, en indiquant la coloration du sérum examiné, et le résultat de la recherche de la bilirubine. L’indication + indique un anneau bleu, O indique l’absence d’anneau (1).
(1) Il est bien entendu que cette indication de la présence ou de l'absence de la biirubine ne peut être comprise comme une valeur absolue. Des méthodes plus sensibles que celle que j'ai employée décéleraient peutêtre des traces de ce corps, non déclables par ia méthode de Hayem
Mais puisque la méthode que j'ai choisie a été mise en œuvre dans toutes mes expériences, les résultats obtenus sont tous comparables, dans l’ordre de grandeur et de précision qu'on peut attendre du procédé employé. Cette précision reconnait comme limite 1 pour 40.000; au deià, on n'obtient plus de réacticn,
DATÉE DE COLORATION RÉACTION DE
L'EXPÉRIENCE NSE DU SÉRUM HAYEM 26 Septembre II décoloré 0 — 12 décoloré re — 13 décoloré 0 — 14 décoloré (o] _— 15 décoloré (e) —_ 16 décoloré No — 17 décoloré 0 — 18 décoloré 0 — 19 décoloré 0 _ 20 décoloré Q) — 21 décoloré (0) ee 22 décoloré (e) == 23 décoloré (o] en 24 décoloré O0 = DE décoloré 0 == 26 décoloré 0 — 27 décoloré 0 == 28 décoloré e) — 29 décoloré 0 = 30 décoloré () 1°" Octobre 32 jaune pâle 0 5 —= 37 pas très coloré 0 — 38 pas coloré 0 = 39 jaune très clair ) — 40 jaune très clair O0 = AI jaune paille O0 — 42 jaune clair (e — 43 jaune clair 0 6 — 44 jaune clair 0 — 45 jaune pâle O0 — 46 jaune pâle O — 47 jaune clair o) 8 — SI jaune clair () — À 53 jaune pâle re) 10 — 56 jaune pâle (e) — 57 jaune pâle (e) — 59 jaune pâle re] — 61 rougeâtre clair () — 64 décoioré 0 — 65 jaune pâle 0 — 66 décoloré (e] PA OMEE ‘78 jaune pâle 0
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L'EXPÉRIENCE NICE DU SÉRUM HAYÉM _ F sh Er Æ£ — 70 jaune pâle () — 80 jaune pâle o) == 81 jaune pâle ) = 82 jaune pâle () — 83 jaune pâle e) — 84 jaune pâle (e] — 85 jaune pâle (e] — 86 jaune pâle e) —— 87 jaune pâle 0 — 88 jaune pâle 0 — 89 jaune pale 0 — 90 jaune pâle e) — OI jaune pâle ) — 02 jaune pâle 0 — 03 jaune pâle (o) —— 04 jaune. pâle () 25 I — 06 jaune assez pâle 0:
81 — II5 décoloré () — 116 décoloré @) — TU décoloré O0 — II8 décoloré Ce) — 119 décoloré O — 120 décoloré 0 — I21 décoloré e) — 122 décoloré () — 123 décoloré 0 28 Novembre 159 décoloré e) — 160 décoloré 0 — I6I jaune pâle e) — 162 jaune pâle () — 163 décoloré () — 164 jaune pâle Ce) — 165 jaune pâle e — 166 jaune pâle Oo 25 Septembre 7 jaune or nn 26 — 9 jaune or a — 10 jaune or He 1° Octobre 31 beau jaune on 2 — 33 beau jaune or + — 34 beau jaune + _ 35 - beau jaune Gin RE) 36 beau jaune na 6 — 48 jaune or pâle- +
CR
jaune
assez fort
beau jaune
jaune jaune jaune jaune
or Or Ciair
or
rougeûtre
or
paille foncé or magnifique or
beau jaune
jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune jaune
or or
or
or
or
or
or
or
or,
or
or
or
or
or franc franc chrome or
Or
or
or pâle or or pâle or pâle or pâle or or pâle or
or
or
or pâle
beau jaune
RÉACTION DE HAYEÉM
DATE DE COLORATION RÉACTION DE
L’EXPERI£ENCE Nos DU SÉRUM HAYEM 14 — 142 beau jaune + — 143 jaune un peu pâle + — 144 beau jaune + — 145 jaune un peu pâle + — 146 beau jaune — — 147 jaune un peu pâle _ — 148 jaune or + — 149 presque décoloré + traces — 150 jaune or +- I — I5I jaune pâle + traces — 152 jaune pâle + traces — 153 jaune _ — 158 jaune pâle — traces
La lecture de ce tableau fait ressortir des indications très nettes ; toutes les fois qu’un sérum est d’une belle teinte jaune or ou chrome, la réaction de Hayem, presque immédiate, indique la présence de bilirubine. Au fur et à mesure que, sous une influence quelconque, le sérum perd sa belle coloration, et devient plus pâle, la réaction peut encore persister, mais elle est plus tardive et moins intense; on a toute une gamme de jaunes donnant soit une réaction faible, soit même simplement des traces de bleu.
Lorsque la décoloration est assez accentuée, le sérum ne donne plus la réaction de Hayem.
On peut donc conclure que les sérums franchement jaunes donnent toujours la réaction de la bilirubine; que, au contraire, les sérums jaunes très pâles ou décolorés ne donnent plus cette réaction et que, entre ces coloratiohs extrêmes, l'intensité de la coloration du sérum de cheval est fonction de la quantité de
bilirubine qui y est contenue.
II. — Influence du nombre de saignées sur la coleration du sérum et sur sa teneur en bilirubine
Nous avons suivi un certain nombre de chevaux, depuis leur première saignée, et observé toutes les semaines les changements progressifs de la coloration des sérums obtenus; et nous avons,
PA
en même temps, contrôlé par la réaction de Hayem, la présence ou l'absence de la bilirubine.
Nous allons donner un certain nombre d'exemples, en inscrivant, en regard des saignées, la coloration observée, cette indication étant relevée sur le cahier d'expérience où ces notes étaient prises au fur et à mesure des examens. |
1° Matricule 1447
RÉACTION DÉ
SAIGNÉE DATÉE COLORATION HAYEM
1 5 Octobre 23 jaune or magnifique + immédiat 2 13 —— jaune or un peu vert +
si 22 — jaune or +
4° 29 — jaune franc Le
De 6 Novembre jaune or pâle +
6° 13 _ jaune +
me 20 — jaune pâle + traces
8° 26 — décoloré (e)
Cet exemple est très caractéristique; on observe la décoloration du sérum et lorsqu'il devient jaune pâle, on ne trouve plus que des traces de bilirubine. Dès que la décoloration est manifeste, la réaction ne se produit plus.
2° Matricule 1451
RÉACTION DE à
Novembre Tite — DOS G° DATE
13 Octobre 23
29 re 6 Novembre
Matricule 1452
COLORATION jaune or jaune or jaune or jaune or beau jaune jaune jaune pâle
Matricule 1453
COLORATION jaune or jaune vert jaune or pâle un peu pâle jaune pâle
Matricule 1455
jaune or jaune or jaune or jaune or beau jaune jaune or décoloré
Matricule 1456
COLORATION jaune or jaune or jaune or pâle jaune or
un peu pâle jaune
jaune pâle
RÉACTION DE HAYEM
RÉACTION DÉ HAYEM
immédiat
RÉACTION DE HAYEM
RÉACTION DE HAYEM
7° Matricule 1459
RÉACTION DE
SAIGNÉE DATE COLORATION ë HAYEM Te 9 Octobre 23 . jaune or + 2e 22 — jaune or + \39 ZONE jaune or 3e 4% 6 Novembre jaune of + ve 13 — « jaune or + 6° 20 — jaune or +- 73 26 — jaune pâle (o)
8° Matricule 1460
RÉACTION DE
SAIGNÉE DATE COLORATION HAYEM 1 9 Octobre 23 jaune or e 31 29 — jaune or pâle .
4° 6 Novembre jaune or pâle + HÈ 13 — presque décoloré + traces 6° 20 — jaune pâle + traces 7a 26 — jaune pâle 0
Le phénomène est donc très net et ces huit exemples paraissent calqués les uns sur les autres. Au fur et à mesure que le sérum pâlit, jusqu’à sa décoloration, on n’aperçoit plus que des traces debilirubine et finalement, on constate sa disparition. La dégradation de la teinte se fait insensiblement, maïs, parfois, comme dans les exemples 5 et 7, la teinte tombe brusquement en quelques jours, du jaune d’or au jaune très pâle. Ce point étant acquis, on voit aussi que la disparition de la bilirubine paraît se faire aux environs de la 7° ou &° saignée, dans les exemples ci-. dessus. Ces animaux arrivés ensemble, à la même période de l'année, soumis au même régime, par conséquent dans des condi-tions expérimentales aussi semblables que possible, dans la pratique, on peut penser que ie temps nécessaire à la disparition de la bilirubine doit se faire aux alentours des mêmes dates.
En serait-il de même pour des animaux examinés pendant un: temps assez long, pour que des différences plus sensibles puissent intervenir dans le phénomène ?
Pour y répondre, nous avons examiné un très grand nombre. de sérums prélevés sur des animaux depuis la saignée initiale N° 1, jusqu'à une saignée portant le N° 116. Nous aurons ainsi les limites inférieure et supérieure entre lesquelles se fait la disparition du pigment coloré.
Le tableau suivant donne le résultat de cette recherche.
NUMÉRO NOMBRE DE DE L'EXPÉRIENCE SAIGNÉES COLORATION RÉACTION
67 I jaune or +
68 I jaune or _e
71 I jaune or Je
72 I jaune or + immédiat 73 1 jaune or + immédiat 74 I jaune or xe
75 I jaune or + immédiat 76 I jaune or _E
72 I jaune or at I4I I beau jaune +
50 2 beau jaune +
69 2 beau jaune +
70 2 jaune or vert +
07 2 jaune or +
08 2 jaune vert .
09 2 jaune or + 1 100 2 jaune or +
IOI 2 jaune or +
102 2 jaune or +
103 2 jaune or + 150 2 jaune or + immédiat 95 3 jaune or +-
06 3 jaune assez pâle + 127 3 jaune or + 128 8 jaune or + 129 3 jaune or + 130 & jaune or pâle + 131 3 jaune or + 132 3 jaune or pâle + très légère 135 ‘4 jaune or + immédiat 136 4 jaune or pâle + u 137 4 jaune or + immédiat.
HEXPÉRIENCÉ . SAIGNÉES COLORATION RÉACTION
138 A jaune or + immédiat 139 4 jaune or + immédiat 140 4 jaune or pâle +
133 5 jaune or pâle +
134 5 jaune or pâle +
144 5 beau jaune +
146 5 beau jaune +
147 5 jaune un peu pâle +
148 5 jaune or + immédiat 149 5 presque décoloré + traces 142 6 beau jaune +
143 6 jaune un peu pâle +
153 6 jaune 3
154 6 jaune 2
155 6 jaune or LE
156 6 jaune de
157 6 jaune or ie
158 GR jaune pâle — traces ISI 7 jaune pâle + traces 152 7 jaune pâle + traces 161 7 jaune pâle o
162 7 jaune pâle (e
163 7 décoloré 0
164 7 jaune pâle (e]
165 7 jaune pâle (e]
166 7 jaune pâle 0
52 8 jaune or +
159 8 décoloré o
160 8 décoloré 0
IOI 8 décoloré to]
102 8 décoloré (o]
193 8 décoloré 0
44 9 jaune clair 0
49 9 jaune assez fort +
188 9 jaune or nu
189 9 décoioré 0
190 9 jaune +
185 * 10 _décoloré 0
186 10 décoloré 0
187 10 jaune +
SAIGNÉES COLORATION
IT
décoloré décoloré décoloré
décoloré décoloré décoloré
jaune pâle décoloré décoloré décoloré jaune pâle vert décoloré
jaune paille décoloré décoloré
décoloré décoloré
pas coloré vert décoloré décoloré décoloré
décoloré
jaune très clair jaune pâle jaune pâle
jaune pâle
jaune pâle rougeâtre clair
jaune pâle :
jaune pale :
jaune clair décoloré
RÉACTION
Oo ©
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NOMBRE DE SAIGNÉES
SI
jaune clair
jaune paille jaune très clair et
jaune pâie
vert
jaune païlée clair
décoloré décoloré décoloré Éico!sré dicô:oré décoloré décoloré décoloré décoloré pâle pâle
pâle
pale pale pale pâle ne päle päle
pâle un peu rouge
RÉACTION
[eo] [e)
Cette étude portant sur 135 sérums différents met bien en évidence les faits suivants :
1° Tous les sérums ayant une belle couleur jaune donnent à coup sûr la réaction de la bilirubine.
2° Cette réaction va en s’atténuant au fur et à mesure que l'intensité de la coloration diminue.
3° Les saignées successives ont pour ‘effet de diminuer la coloration du sérum.
4° La disparition de la bilirubine se fait déjà dans certains cas après la 7° saignée ; elle persiste rarement jusqu'à la 18.
Il ne paraît pas douteux que des modifications profondes du foie, des reins, et peut-être des glandes endocrines, surviennent à la suite de ces saignées répétées.
Herbert D. Pease et Richard M. Pearce ont étudié les lésions produites chez les chevaux immunisés avec des toxines tétanique ou diphtérique ou avec des streptocoques, et ils ont trouvé des lésions de nécrose, d’hémorragie et de rupture du foie, avec thrombose de la veine porte.
À. Pettit et G. Loiseau, sans trouver de lésions aussi accusées ont pourtant vu des dégénérescences du foie, et des lésions rénales.
J'ai moi-même observé des ruptures du foie.
La question est en ce moment à l’étude, mais je ne puis faire état d’un travail qui n'est pas terminé.
IIL — Influence de l’âge du sérum sur sa coloration
Nous entendons par âge du sérum, le temps qui s'est écoulé entre le moment où il a été récolté, et le moment de son examen.
Pour pouvoir utilement juger de cette influence de l'âge, en éliminant, autant que possible les autres causes qui peuvent influencer le sérum, nous prendrons des ampoules mises en boîtes, par conséquent à l'abri de la lumière.
Si nous examinons différents lots de sérums ainsi mis en ampoules, nous constatons que le vieillissement a une influence très nette sur la teinte du sérum; il se décolore peu à peu, et au bout de quelques mois, il est souvent complètement décoloré.
L es ut LAS PrÉ
On peut observer toutes les gammes dans ce phénomène, et la décoloration se fera plus où moins vite suivant que le sérum était, à sa récolte plus ou moins coloré, c’est-à-dire, contenait une quantité plus ou moins grande de bilirubine.
Voici le résultat de l'examen d’un certain nombre de ces sé- Tums :
N° EXAMENLK SÉRUM DÉ AGÉ COLORATION RÉACTION
107005 Éci23 Tin 21023 6 mois décoloré (e) 195 5 — Mai 1923 7 mois jaune or n 196 .-5, — — — — jaune or SE OPEN = SE — jaune or pâle + 198 5 — = = — jaune or pâle + 1099 .59 — — —. — jaune pâle (e] 200 5 — — — — jaune pâle AQU 201 5 — — — _— jaune pâle gs 202 5 — = — — décoloré (e] CORRE = — — décoloré (o] 2OA NT _— _— — décoloré (o) PONT RE —— _— décoloré (o) 206 5 — R — décoloré 0 207 5 — — — _— décoloré (6) 208 Ojanv.24 Sept. 1022 15 mois décoloré (o) COORMOR— NI — décoloré (e) 210 9 — ee s décoloré 0 CRMOR— Ne = décoloré (e] 212 | On — — — — décoloré (o) 26 0 = — — décoloré (o] II 260oct.23 1916 8 ans : décoloré (o) 12 26, — — — décoloré (o] 13020 _ — décoloré (0) 11 0e — _ _—_ décoioré (e] 15 26 — — — décoloré 0 16 26 — — — décoloré (o) 17 26 — — — décoloré OR 18 26 — — — décoloré 0 19 26 — — — décoloré (e] 20 26 — — — décoloré 0 21.26 — — — décoloré (0) 22 26 — _ — décoloré () 23 26 — — — décoloré o) 24 26 — — — décoloré 0
INDE EXAMEN LE SÉRUM DÉ AGE COLORATION
RÉACIION 25 26 octobre 1923 1916 8 ans décoloré ( 26 26 — — — décoloré (e] 27 26 — — — décoloré 0 28 26 — — — « décoloré 0 29 26 — —— — décoloré O 30 26 — ! _— — décoloré Q)
Ces 44 exemples dont 20 âgés de 8 année, montrent bien que la bilirubine se conserve parfois longtemps, sans changements appréciables (pendant 7 mois, pour 4 de ces sérums) et que, partant, le sérum peut garder une belle teinte jaune pendant plusieurs mois. Nous sommes tombés par hasard, sur des séries de 7 mois, dans lesquelles, certains sérums sont encore très colorés et donnent la réaction de la bilirubine, alors que certains autres ont pàli, et ne la donnent plus. Cela aurait pu se produire avec des sérums beaucoup moins vieux. Il est impossible d’assigner un temps certain où se fait la décoloration, puisque, comme nous l'avons dit, l’état initial du sérum conditionne son état ultérieur, au point de vue coloration.
La seule conclusion qu’il soit permis de tirer à coup sûr, est que la décoloration est fonction de l'âge du sérum, dans les conditions que nous avons envisagées, c’est-à-dire en se soustrayant autant que possible aux influences physiques extérieures.
IV. — Sous quelle influence se produit la décoloration du sérum?
Prenons différents sérums d'animaux saignés pour la première fois, donc, des sérums très colorés et donnant tous üne réaction intense de Hayem; et, examinons dans une série d'expériences les influences qui peuvent faire varier leur coloration, en nous limitant pour le moment à l’action de l’air et de la lumière.
1'° Expérience 10 ampoules de chacune 10 cc. sont placées le 20 novembre
devant une fenêtre bien éclairée. À ce moment, le sérum donne la réaction de la bilirubine.
me Le — AI —
Chaque jour, on prend une ampoule pour examen. Après 30 heures d'exposition à la lumière, on n'obtient plus la réaction, et le sérum est déjà décoloré. Ce temps, très court, est d'autant plus remarquable que, à cette époque de l’année, la luminosité est faible et la lumière peu intense. ?
Faite dans les mêmes conditions, le 10 décembre, par un temps de brouillard tel, qu'il n’y a pour ainsi dire pas de jour. Cependant, au bout de 23 heures, on n'obtient plus qu’une faible réac-
tion qui a disparu à l'examen de la 39° heure. Le sérum a changé de teinte.
Dans ces deux expériences, faites à dessein avec de très mauvaises conditions de luminosité, on voit qu’il y a un changement très rapide de la quantité de bilirubine contenue dans le sérum. Nous remarquerons que les deux seuls facteurs que nous puissions faire intervenir dans la discussion, sont la lumière et le peu d'air contenu dans l'ampoule.
3° Expérience
25 tubes à essai contenant chacun .10 cc. de sérum frais, sont mis sous la trompe à vide ; lorsque le vide est fait à l’intérieur de ces tubes, on les ferme à la lampe. Dans ces conditions, nous éliminons l'influence de l’air.
Le 2 novembre, tous ces tubes sont mis en pleine lumière; un tube examiné au début de l’expérience donne la réaction de la bilrubine.
Un examen fait le 6 novembre montre que la réaction est faibie; et le O, elle a disparu, sans jamais réapparaître les jours suivants. On voit donc qu'au bout de 40 heures d'exposition à la lumière du jour, la réaction était déjà affaiblie, et qu’elle s’atténua de plus en plus, jusqu’à sa disparition.
La lumière est donc capable, à elle seule, de produire le chan-
gement de coloration, par disparition de la bilirubine, et cela en un temps très court.
Dans 12 tubes à essai, on met par tube 10 cc. de sérum frais ayant une belle couleur jaune, et donnant la réaction de la bitirubine.
4 de ces tubes sont bouchés au coton; l’air peut donc s'y renouveler.
4 de ces tubes sont fermés à la lampe; l’air est donc confiné.
4 de ces tubes sont fermés à la lampe sous le vide; donc sans air.
Dans chacun de ces groupes , on laisse 2 tubes à la lumière, et on en met 2 à l'obscurité (dans une boîte enfermée dans une armoire obscure).
L'expérience commencée le 2 octobre, donne les résultats suivants : la décoloration des tubes exposés à la lumière, déjà manifeste le 7 octobre, a été en s'accentuant jusqu’au 25. Pendant toute cette période, les tubes dans lesquels le vide avait été fait, ont paru avoir un retard appréciable dans la décoloration.
Le 25 octobre, on compare les tubes placés à l'obscurité et ceux laissés à la lumière. Les premiers ont encore une très belle teinte jaune, alors que les seconds sont tous décolorés. La recherche de la bilirubine, faite le même jour, a montré son existence dans tous les tubes placés à l'obscurité, et sa disparition dans tous les tubes laissés à la lumière.
Donc, la lumière intervient comme facteur primordial dans la décoloration du sérum. Le fait que les tubes dans lesquels le vide était fait ont éprouvé un retard dans la décoloration, semble indiquer que l’air a tout de même une influence sur la décoloration mais que cette influence est très limitée et ne saurait être comparée à celle de la lumière.
5° Expérience
Pour préciser ce dernier point, on fait l'expérience suivante : le 6 octobre on met dans 3 ballons 200 cc. de sérum frais.
Le: 1° ballon est enveloppé de papier noir, et est placé à l'obscurité.
Le 2 porte 2:tubulures, de façon à assurer à l'iftérieur du sérumiune circulation d'air. Cette circulation se fait à l’aide d’une
trompe à vide et à üne cadence régulière de une bulle à la
seconde.
Le 3° est placé, sur la paillasse, à côté du précédent, et bouché seulement au coton.
Le 6 octobre, on commence l'expérience; le sérum est d'une belle teinte jaune dans les 3 flacons. |
Le 19 octobre, les résultats sont les suivants : le 1° ballon conservé à l'obscurité a gardé sa belle teinte jaune. Le 2°, dans lequel de l’air a passé pendant 128 heures 45 minutes, est devenu d’une teinte vert pâle. Le 3°, resté à côté du précédent à la lumière a aussi la même teinte vert pâle, mais cependant il y a une petite différence, il est moins pâle que le 2°.
Donc, dans cette expérience, comme dans la précédente, le facteur capital de la décoloration est la lumière et la part revenant à l’action de l’air est très minime.
6° Expérience
Cette notion acquise va être encore précisée par l'expérience suivante :
On prend, comme ci-dessus, 3 ballons contenant chacun 200 cc. de sérum, et on refait la même expérience maïs en enveloppant de papier noir le ballon dans lequel on fait la circulation d'air. On pourra ainsi se rendre compte de la part exacte qui revient à l’air dans la décoloration.
Cette- expérience a duré du 31 octobre au 12 novembre. Au début, le sérum donnait la réaction très nette de la bilirubine. L'examen du 12 novembre montre que :
le ballon mis à l'obscurité a conservé sa belle teinte jaune et donne une réaction intense et immédiate ; |
le sérum du ballon enveloppé de papier noir et dans lequel l’air a circulé pendant toute l’expérience, a peu changé de couleur et 1! donne üne réaction à la bilirubine très nette, quoique un peu plus lente que dans le ballon précédent ;
_ le sérum du 3° ballon, laissé à la lumière, est complètement décoloré et ne donne plus aucune réaction.
On voit donc, dans cette expérience, comme précédemment, que l'influence de la lumière est capitale dans la décoloration du
sérum et que la part de l'air ne se manifeste que par un retard dans Ja réaction de la bilirubine.
7° Expérience |, Cette influence minime de l’air peut être, a priori, attribuée à une action de l’oxygène agissant comme oxydant de la bilirubine. Nous avons essayé de mettre cette action en évidence par une expérience.
On met du sérum frais dans deux ballons; le premier est placé à l’obscurité; le second est env eloppé de re noir, pOur
annuler l'influence TA la lumière et est monté de telle façon qu’on.
puisse faire passer de l'oxygène au travers du sérum. Le 3 décembre, on relie ce ballon à un obus d'oxygène et on
laisse passer lentement le gaz au travers du sérum. Après épui-.
sement de l’obus, c’est-à-dire après dégagement de 500 litres d'oxygène, on compare la coloration de ce ballon à celle du ballon mis à l'obscurité; il n’y a pas de changement appréciable dans la teinte.
L'action de l’oxygène est donc très faible, et il en faudrait faire passer des quantités considérables dans un sérum pour obtenir
une très légère décoloration, comme nous l'avons fait précédem-.
ment, en faisant barboter de l'air. pendant de longues: journées au travers d’une couche de sérum.
£&e Expérience
Toutes les expériences précédentes Qui concordent pour arriver à la même conclusion peuvent être contrôlées par une expérience inverse, expérience cruciale.
On prend des ampoules de sérum A renfermées de suite
après leur fabrication, dans de l’ouate et placées dans une boite fermant hermétiquement.
Le 17 novembre, nous examinons un Pen nombre de ces ampoules, faites de la veille; elles sont d’une très belle teinte jaune et donnent un réaction immédiate de la bilirubine.
Des examens pratiqués toutes les semaines montrent que, après plus d’un mois, la teinte. de ces ampoules n’a pas varié et que la réaction de la bilirubine est du même ordre. Pour éliminer l'influence de la composition du verre dans cette expérience deux
-séries parallèles ont été faites, des ampoules en verre alcalin, et des ampoules en verre neutre (neutralité au méthyl orange). II
n’y a eu aucune différence entre les sérums des deux séries d’ampoules.
De tout ce groupe d'expériences qui se contrôlent réciproque- -ment, on peut tirer une conclusion très ferme :
La lumière du jour est le facteur prépondérant de la décoloration des sérums ; la part de l'oxygène de l’air est très réduite dans le phénomène.
Cette notion nous paraissant posée d’une manière indiscutable, nous allons chercher maintenant à pénétrer plus intimement dans le phénomène et rechercher quels sont les rayons du spectre ‘qui agissent sur le sérum, pour le décolorer.
V. — Influence des radiations lumineuses sur la
décoloration du sérum normal
Pour la recherche expérimentale de l'influence des radiations lumineuses, sur la coloration du sérum normal, un certain nombre de méthodes auraient pu être employées ; je me suis arrêté à celle qui me paraissait la plus simple, et qui pouvait peut-être être susceptible d'applications pratiques. Le sérum d’une même saignée ayant été mis dans des ampoules de même verre;tj'en ai pris un certain nombre qui furent entourées de feuilles de gélatine, colorées avec.les différentes couleurs du spectre.
Ces feuilles de gélatines, très minces, ont été faites spécialement pour cette expérience. Elles représentent un écran coloré très homogène dans toutes ses parties, tant au point de vue de la teinte, qu'au point de vue de la cohésion de la matière; la feuille de gélatine est, en effet, très unie, et ne laisse apercevoir aucun trou ni aucune fissure par où pourrait passer un faisceau
de lumière blanche. Les conditions expérimentales paraissent -donc aussi bonnes que possible.
Elle fut faite dans les conditions suivantes : 12 ampoules ont été entourées respectivement avec des feuilles violet, bleu, vert, jaune, orangé et rouge. Deux ampoules ont été.entourées de papier noir (papier d'emballage pour photographie), Deux ampoules furent laissées à la lumière, sans être enveloppées.
Toutes ces ampoules ont été posées à plat sur une table, en pleine lumière.
Le 26 novembre, c'est-à-dire 9 jours après le début de l'expérience, les deux ampoules restées sans enveloppement sont décolorées ; toutes les autres ont gardé sensiblement la même teinte.
On laisse tout dans le même état jusqu'au 23 décembre, c'està-dire pendant 28 jours. Voici les résultats obtenus après avoir libéré les ampoules de leurs enveloppes :
restées à la lumière complètement décoiorées 0 enveloppées de papier noir ont gardé leur belle couleur jauñe + — — violet ont un peu pâli 2e — — bleu décolorées ü — — vert ‘encore jaunes o —- — jaune encore jaunes 0 — — orangé jaune franc _e — — rouge jaune franc ais
Cette expérience indique donc que ce sont les fayons du spectre du côté du rouge, qui altèrent le moins le sérum, la décoloration commence à se faire sentir au jaune, s’accentue dans le vert, et est totale dans le bleu. En même temps, la réaction de la bilirubine se manifeste, comme on pouvait le prévoir, dans tous les sérums réstés assez jaunes.
Il est assez remarquable que les rayons au delà du bleu, dans la région violette n'aient pas agi d’une façon plus intense. Cela tient peut-être à ce que la gélatine a été tolorée par un violet très foncé, et que dans ce cas, l’opacité a peut-être été comparable à celle créée par un enveloppement au. papier noir, qui, lui, s'est montré un conservateur parfait de la coloration.
La même expérience a été renouvelée le 10 janvier, avec les mêmes couleurs, plus l'indigo que je n'avais pas pu avoir lors de dla première expérience.
Plusieurs ampoules ont été placées à la lumière, autant dans dur papier noir, et autant dans chacune des gélatines colorées.
L'expérience est commencée le 10 janvier 1924 Le 25 du: même mois, une série d’ampoules est libérée de ses enveloppes; voici le résultat :
restées à la lumière décolorées ; : enveloppées de papier noir jaune d’or — — violet jaune — — indigo jaune — —— bleu décoloté — —— vert très décoloré — — jaune jaune = — orangé jaune — — rouge jaune
Les résultats sont donc exactement superposables à ceux de la première expérience.
L'action a été prolongée, et le 2 février, une autre série d’ampoules a.été examinée. Dans le bleu, la décoloration est maximum ; elle va en augmentant du rouge au bleu. Dans le rouge, il y a eu une légère action et l’indigo et le violet sont encore colorés.
Le 20 février, une autre série a été regardée, et on con$tate que la décoloration suit le même ordre, du rouge au bleu; mais, il y a un fait nouveau, c’est que la série des violets commence à se décolorer. Une autre série, retirée le 3 mars, donne les mêmes indications : maximum de décoloration dans le bleu, minimum dans la série rouge. L'hypothèse émise au début, à savoir que l'intensité de la teinte violette entrait pour quelque chose dans la conservation de la coloration, semble bien se vérifier, puisqu'une action prolongée finit par avoir raison de cette surcoloration.
Ce point me paraissant avoir besoin d’être éclairci, j'ai fait une nouvelle expérience.
3° Expérience
Cette expérience a porté seulement sur les rayons violets, dans. le’ but de disséquer leur action.
Dans une série de tubes Borrel, de même diamètre, je place 80 cc. d’eau; puis, dans chacun d’eux j'ajoute respectivement des quantités croissantes d’une solution mère saturée de violet de
LA
gentiane. Une ampoule de sérum est placé dans chacun de ces verres. Des ampoules témoins sont placées l’une dans un verre vide, la seconde dans un verre contenant de l'eau pure et une troisième dans un verre contenant de l'encre noire. Tout le système est placé à la lumière du jour.
Voici le résultat après 7 jours d'exposition :
Verre 1, 1/4 de goutte de violet : violet très clair, décoloré.
Verre 2, 1/2 goutte de violet, violet très clair, décoloré.
Verre 3, I goutte de violet : violet très clair, décoloré.
Verre 4, 2 gouttes de violet : violet clair, décoloré.
Verre 5, 4 goutes de violet : violet clair, décoloré.
Verre 6, 8 gouttes de violet : violet foncé, décoloré.
Verre 7, 16 gouttes de violet : violet foncé, décoloré.
Verre 8, 32 gouttes de violet : violet très foncé, moins décoloré.
Verre O, témoin placé dans l'air, décoloré.
Verre 10, témoin placé dans l’eau, décoloré.
Verre 11, témoin placé dans de l'encre noire, jaune d’or.
” Cette expérience est extrêmement démonstrative : elle confirme les précédentes et elle donne la sigmification exacte de l'influence des rayons violets. Ces rayons décolorent très rapidement le sérum.
Il faut que la teinte violette soit extrêmement foncée pour que l'action des rayons soit empêchée tout au moins momentané- -ment. C'est ce qui s'était produit dans les deux premières expériences avec des gélatines trop colorées et entourant plusieurs ois J’ampoule..
Il n’y a donc plus de trou dans cette action des différentes radiations du spectre. La décoloration du sérum est minimum dans les radiations du côté rouge et elle va en augmentant dans la partie violette du spectre.
4 Expérience
J'ai voulu vérifier une dernière fois cette influence des radiations lumineuses en opérant avec trois couleurs, en laissant de «côté les couleurs complémentaires.
J'ai placé comme précédemment dans des vases Borrel une ampoule de sérum dans trois couleurs. J'ai fait trois solutions
aqueuses de carmin, de jaune de résorcine et de bleu de méthylène, ayant très sensiblement la même intensité colorante. Des témoins furent mis, l'un dans l’air, l’autre dans de l’encre noire. L'expérience, commencée le 14 février, donne les résultats suivants le 20, c’est-à-dire après six jours d'exposition à la lumière :
rouge carmin jaune jaune de résorcine jaune = bieu de méthylène décoloré témoin dans l'air décoloré témoin dans l’encre jaune
La question est donc parfaitement résolue expérimentalement.
La conclusion très ferme à tirer de cet ensemble d'expériences est que l’action décolorante de la lumière du jour est maximum. dans la partie violette du spectre, et qu’elle va en diminuant au fur et à mesure qu’on va vers la partie rouge.
Action de la lumière électrique
Cette influence pouvant avoir un intérêt pratique considérable, j'ai tenu à déterminer si les rayons produits par les lampes à incandescence dont nous nous servons habituellement exerçaient leur action sur la coloration du sérum, et dans quelles limites, si cette action se manifestait.
Un appareillage de, fortune, en fil de fer, fut monté devant une lampe de 50 bougies, de telle façon que 6 ampoules puissent tenir sur une ligne, face à la lampe et à 20 centimètres d'elle. Les expériences ont été faîtes la nuit, pour éliminer complètement laction de la lumière diffuse. Après chaque exposition, les ampoules étaient enveloppées de papier noir et mises à l'obscurité. Un témoin, entouré de papier noir, fut gardé pour chaque opération.
La plus longue expérience a été poursuivie pendant 70 heures. Après ce temps d'exposition, la comparaison des ampoules exposées et du témoin a permis de voir qu’il n’y avait aucune différence appréciable. J'ai montré, plus haut, que la lumière du jour, agissant pendant 30 heures, changeait la coloration du sérum; une exposition à la lumière électrique pendant un temps double ne produit aucun changement. Je puis donc conclure que, pratiquement, la lumière électrique est sans action sur la. coloration du sérum normal.
VI. — Influence des rayons ultra-violets
sur la coloration du sérum
Pour ces expériences, la source de rayons utilisée a été un: tube de quartz à vapeurs de mercure.
On sait que ces rayons ultra-violets, très réfrangibles, et de’ très courtes longueurs d'ondes, ont des effets chimiques intenses. Il était donc à prévoir que leur action ne tarderait pas à se manifester sur la coloration du sérum. Leur propriété de traverser le quartz fondu et d’être arrêtés, au moins pour la plus.
grande partie, par le verre ordinaire, nous a conduits à réaliser les expériences suivantes :
1"° Expérience
Six tubes de quartz, de mêmes dimensions, sont remplis du: même sérum, dont la coloration est d’un beau jaune d’or.
Un tube est conservé comme témoin, et les cinq autres sont soumis aux rayons pendant des temps variables, en évitant l'élévation de température de l'enceinte où ils sont placés. Voici le résultat :
RÉACTION
DÉ LA BILIRUPBINÉ
Témoin jaune d’or + après 10 minutes de rayons X » 26 — I5 — — très léger changement + — 2 — — le changement s’'accentue + — 25 — — continue à s'accentuer En — 30 — — très manifeste +
Donc, après 30 minutes d'action, on a un changement de: coloration manifeste, mais pas encore très fort; la bilirubine ne paraît pas avoir subi de transformation.
2e Expérience
Cette expérience est faite dans les mêmes conditions que la: précédente, en commençant l'action pendant 30 minutes :
RÉACTION DÉ LA BILIRUBINÉ
Témoin jaune d'or + après 30 minutes de rayons X déjà décoloré + jégère — 40 — — la décoloration augmente 0 ON Œus ia continue 0 — ,60 — — décoloré ()
On voit que, dans l'expérience précédente, nous étions à la limite inférieure du temps d'action, puisque, à 40 minutes, il “y a un changement tel que la bilirubine a disparu.
3° Expérience
Dans cette expérience, j'ai soumis, pendant une heure aux rayons ultra-violets le même sérum, placé dans des tubes de quartz et dans des tubes de verre.
RÉACTION RÉACTION DE LA DÉ LA QUARTZ BILIRUBINE VERRE BILIRUBINE Témoin jaune d’or, + jaune d’or + 1°" tube décotoré 0 a pâli + légère 2° — décoloré Q a pâli + légère 3 — décoloré o) a pâli + légère
Cette expérience confirme bien la précédente en ce qui concerne la disparition de la bilirubine sous l'influence des rayons X. On voit aussi que le verre oppose une barrière à l’action de ces ‘rayons, mais pas d’une façon absolue, puisque l’on note un léger changement dans la coloration. L'opposition absolue que nous relevons dans les teintes montre nettement l’action des rayons ultra-violets sur la coloration du sérum normal.
Les rayons ultra-violets agissent donc d’une façon très rapide “sur la coloration du sérum en tubes de quartz, et ils ne sont pas sans influence sur du sérum placé en tubes de verre.
VII. — Influence de la chaleur sur la
coloration du sérum
Il est un fait bien connu de tous ceux qui manipulent habituellement des sérums, c’est que lorsqu'on les chauffe, leur limpidité et leur transparence diminuent; ils finissent par devenir opaques, en même temps que leur teinte devient blanchâtre. Il existe à ce point de vue des différences assez sensibles suivant les animaux qui fournissent le sérum; d’autre part, suivant la température à laquelle on porte le sérum, les changements dans la coloration peuvent être plus ou moins brusques. Par exemple, lorsqu'on opère à des températures qui ne sont pas suffisantes pour obtenir la coagulation du sérum, celui-ci devient louche, augmente de consistance et finit par devenir d’une couleur blanche légèrement verdâtre. Ainsi que nous le verrons, ces changements s’accompagnent d’une modification dans la teneur en bilirubine.
1° Chauffage à 65°
Sérum initial jaune d’or après 10 minutes léger changement de teinte Su léger trouble — 390 — floculation au fond de l’ampoule; la teinte s’atténue — 40 — la floculation s’accentue; décoloration — 50 — floculation générale; décoloration —. 60 — très décoloré, blanchâtre =?" 120, - — transformé en, gelée blanc jaunâtre
Une seconde expérience a été faite à la même température, en cherchant les variations avant 10 minutes et après 2 heures. La recherche de la bilirubine a été faite en même temps que l’observation, mais comme, à partir de 30 minutes, le sérum est presque
complètement coagulé, j'ai dù faire cette recherche en broyant le coagulum dans une petite quantité d'eau distillée, et en opérant sur le liquide.
Voici les résultats :
RÉACTION DE LA BIL{RUBINE
Sérum initial beau jaune d'or après 2 minütes beau jaune d'ot + — 4 — un peu pius pâle + — 6 — palit + — 8 — l’opalescence commence + — 10 — opalescent, coagule o RON opalescent, presque coagulé o — 30 — opalescent, complètement coagulé (eo) — 40 (e) | — 50 | le coagulum devient de plus (e) — 60 en pius dur (e) — 70 (e) — 89 (e] AOQ E coagulum dur (e] — 100 A 0 T0 ) — 120 Co) — 130 la teinte opalescente ne 0 — 140 | change plus (o] —* 150 ] 6 — 160 0
On voit donc que, à cette température, la disparition de la bilirubine coïncide presque avec la coagulation; il se produit donc, en même temps un changement d'état physique, une modification chimique et une variation dans la couleur.
| Ces phénomènes sont assez brusques, en raison de la température élevée à laquelle est porté le sérum. En opérant à des températures moins hautes, on évitera la coagulation, et des changements de teinte seront plus lents à se manifester.
2° Chauffage à 60° RÉACTION
DE LA BILIRUBINE
Sérum initial beau jaune d'or + après 2 minutes — 4e ue CES ue eg LS LE RENTE =: + — 8 —— _ + mA ID res = ne — IS — iéger trouble + — .20 — le trouble augmente + rt A à RE > DE RU OO en nr — 35 — opalescent, visqueux + — 45 — l'opalescence augmente + — 50 — \ avec la viscosité _ Sue 100 iE 2£ Le HÉ 20 presque pâteux +
On n'obtient pas de coagulation après une heure de chauffage, et on constate encore, après ce temps, la présence de la bilirubine.
3° Chauffage à 55°
Sértim initial beau jaune d’or
après 15 minutes —
np. LE
A AID RES ee
— I heure Se
Sn AE MS Ex SO ES TA
— 4 — 30 léger changement
II
— 24 — un peu plus blanc
— 36 — blanchâtre
— 48 — blanchâtre
— 96 — blanc trouble un peu pâteux
— 10 jours coagulation incomplète. aux 3/4.
Les changements sont donc peu sensibles et très longs à se produire, à cette température.
4 Chauffage à 30°
Nous avons cherché si des températures plus basses pouvaient avoir une action sur la coloration du sérum.
Une série de pipettes à boules, remplies du même sérum, sont mises à l’étuve à 30° le 18 décembre. Depuis cette date, une pipette est retirée chaque jour de la chambre chaude et placée à l'obscurité; l’action de la chaleur sera donc de plus en plus marquée de la première à la dernière pipette retirée le 31° jour. Deux pipettes du même sérum sont conservées comme témoins et placées à l’obscurité, sans passer dans l’étuve.
S1 l’on place toutes ces pipettes les unes à côté des autres, sur un fond de même coloration gris, on voit que, jusqu’au 6° jour, il. n'y à pas de changement appréciable dans la coloration. Mais, à partir du 6° jour, la teinte jaune très accusée du sérum commence à pâlir, et l’action va en se continuant jusqu’au 31° jour; le sérum pâlit et prend une teinte un peu verdâtre. :
À ce changement lent ne correspond aucune modification sensible de la bilirubine; au 31° jour, on obtient encore la réaction, atténuée par rapport à celle du sérum témoin, mais elle existe encore. Il aurait fallu sans doute poursuivre plus longtemps lPaction de la chaleur à cette température D obtenir une oxydation complète de la bilirubine.
Dans une autre expérience, prolongée pendant deux mois, j'ai obtenu une décoloration complète du sérum. Déjà, au 27° jour, le sérum était très décoloré, «et il ne donnait plus la réaction de la bilirubine. Après deux mois, il était comme de l’eau teintée en jaune très clair, légèrement rosé. Ces différences tiennent évidemment à l’état initial du sérum au point de vue coloration.
RENPORE
5° Influence des chauffages successifs
Il nous a paru intéressant de mettre en évidence l’action des chauffages successifs, puisque cette pratique est courante lorsqu'on veut tyndalliser un sérum.
Nous avons:opéré à la température classique de 56°, une heure chaque fois.
NOMBRE RÉACTTON DE DE LA CHÉUFFAGES COLORATION BILIRUBINE I jaune d'or + PU jaune d’or + 3 commence à blanchir a A devient un peu opalescent + 5 opalescent + 6 opalescent, sirupeux + opalescent, sirupeux + 8 opalescent, sirupeux ik 9 opalescent, sirupeux + 10 opalescent, sirupeux + {égère II opalescent, s'épaissit + Jégère I2 opalescent, s'épaissit + légère 1e devient verdatre 0
On voit donc que les changements de coloration sont assez lents à se produire dans ces conditions, et que la bilirubine persiste pendant longtemps; elle ne disparaît que lorsque le sérum devient verdâtre, et il faut pour cela 13 chauffages successifs d’une heure chacun.
Pratiquement deux ou trois tyndallisations à 56° ne changent pas, ou seulement d’une façon peu appréciable, la coloration du sérum.
J'ai opéré à une température plus basse, en prolongeant le nombre des chauffages successifs,
Le 22 février, 27 ampoules de sérum sont placées dans un bain-marie à 30°. Après uñe heure, on retire toutes les ampoules et elles sont toutes. placées à l'obscurité. Lorsque les ampoules sont froides, on en remet 26 au bain-marie pendant une heure, la première étant conservée à l’obscurité. On les retire et on recommence ‘ainsi de suite, en conservant à chaque fois une ampoule et en remettant le reste au bain-marie.
Dans ces conditions, les ampoules, au fur et à mesure qu’elles sont rétirées onf SUDiT, 2, 3, 4 ...:.5 26, 27 chauffages à 30°.
Lorsque la dernière ampoule, la 27°, est retirée, on compare à la lumière toutes ces ampoules; on voit que le changement de coloration de la dernière ampoule avec la première et avec une ampoule témoin n'indique qu'un changement de coloration si peu important qu'on peut dire que, pratiquement, il n'y a eu aucune influence de ces chauffages successifs.
La réaction de l'acide nitrique montre que, dans cette dernière ampoule, la bilirubine existe encore, comme dans le témoin.
Les chauffages successifs à cette température sont donc sans aucune influence sur la coloration du sérum.
VII. — Décoloration du sérum coaguis
Lorsque du sérum a été coagulé par la chaleur, on pourrait penser, à priori, que sà teinte ne doit plus varier, puisqu’elle a déjà varié dans de très grandes proportions depuis son état normal liquide jusqu'à son état de coagulum. Nous savons, en effet, qu'un sérum normal de belle teinte jaune pâlit si l’élévation de la température à laquelle il est porté est suffisrnte, et qu'il perd presque entièrement sa couleur. Je dis presque entièrement, car il garde encore une teinté jaune très faible, mais néanmoins sensible.
51 l’on porte rapidement du sérum en ampoules à 8o°, en deux à trois minutes, le sérum se coagule en prenant une teinte blanche très légèrement jaunâtre; si on broie le coagulum avec de l'eau pour opérer la recherche de la bilirubine, on ne peut plus en mettre en évidence. Si on laisse ce sérum coagulé à la lumière, il blanchit de plus en plus, et la teinte jaunâtre disparait. C’est ce que montre bien l'expérience suivante :
Le 26 janvier, je fais coaguler à 8o° douze ampoules de sérum d'un beau jaune, qui donne, avant coagulation, la réaction de la bilirubine. Le sérum coagulé est jaune très clair, et la recherche de la bilirubine est négative. Dix de ces ampoules sont laissées à la lumière, et deux d’entre elles sont enveloppées de papier noir.
En examinant journellement les coagula exposés à la lumière, on voit qu'ils blanchissent de plus en plus. Le 20 février, toutes les ampoules de sérum coagulé sont devenues blanches, et les deux ampoules-témoins, enveloppées de papier noir, sont restées avec leur teinte jaunâtre du début de l'expérience. |
Le fait que le sérum liquide contenait de la bilirubine est facile à mettre en évidence, l’autre fait que, dans le sérum coagulé, on ne la retrouve plus avec le même procédé, et enfin la constatation que le sérum blanchit permettent de croire que, sitôt après coagulation, il existait encore des traces indécelables de bilirubine qui lui donnaient une teinte jaunâtre. Cette bilirubine est difficile à mettre en évidence, par suite, sans doute, d'une-nouvelle combinaison albumineuse dans laquelle elle serait entrée. Pour que cette bilirubine disparaisse par l'exposition à la lumière, il est nécessaire qu’elle existe à l’origine. Il n’est pas supposable qu’un séjour de deux à trois minutes au bainmarie à 80° ait eu le temps de la décomposer ; il est plus logique d'admettre, étant donné ce que nous savons de son affinité pour l’albumine à froid, de penser qu’elle est retenue dans une nouvelle combinaison dont l'étude serait à faire.
Pour montrer l'influence de la lumière sur le sérum coagulé, on peut faire l'expérience suivante, assez amusante : on prend une ampoule de sérum coagulé, et, sitôt après la coagulation, on. entoure l’ampoule de papier noir, collé sur le verre, en ménageant une ouverture qu’on expose à la lumière. On voit le sérum blanchir de plus en plus, et, si on gratte le papier du côté" opposé de l’ampoule, on voit que le sérum est encore jaunâtre ; la lumière ne traverse pas la masse du sérum coagulé. On pourrait faire une expérience intéressante pour savoir quelle épaisseur de sérum coaguié se laisse traverser pendant un temps
donné.
IX. — Action de l’acide. trichloracétique sur le sérum AS séance de la Société de Pathologie Comparée du
12 juin 1922, MM. Medynski et Oliviero ont annoncé que, lorsqu’on ajoute de. l'acide trichloracétique à du sérum de cheval,
il se forme «un précipité blanc au début de la filtration, pour virer au bleu turquoise par la suite ». Selon ces auteurs, cette coloration ne se produit avec aucun autre sérum et elle s’atténue avec le temps, de telle façon qu'il est possible de se rendre compte si un sérum est vieux ou frais.
Examinons les propositions énoncées.
1° L’acide trichiloracétique donne un précipité coloré | avec le sérum
Ce phénomène de coloration est connu depuis: longtemps, bien avant que MM. Medynski et Oliviero s’en soient aperçus. Voici textuellement ce que dit Fouchet à ce sujet en 1917.
« Nous appliquons pour la défécation du sérum la méthode de Moog, qui consiste, comme on le sait, à précipiter l’albumine du sérum par une solution d’acide trichloracétique à 20 p. 100. Quand le précipité d’albumine est obtenu, en partant d’un sérum bien privé d’hémoglobine, il est souvent teinté en jaune, et cette coloration devient nettement verte au bout de quelques heures d'exposition à l’air. Il nous était permis de supposer que _ cette coloration .était due à des pigments biliaires, ce qu'il nous a été facile de vérifier un grand nombre de fois en utilisant les réactions classiques de Gilbert ou de Grimbert. »
En remontant plus haut, nous lisons dans la thèse de Piettre de 1910 : « L’acide trichloracétique fondu au bain-marie dissout en vert la bilirubine.
La question est donc très nette; cette réaction soi-disant nouvelle était connue depuis longtemps.
MM. Medynski et Oliviero cherchent une explication à ce phénomène en disant qu’ils ont pensé au glycogène ou à des produits de sécrétion’ hépatique. On ne voit pas ce que vient faire le glycogène en cette affaire, mais, par contre, nous savons depuis longtemps que la réaction est.une réaction des pigments biliaires. En fait, cette réaction est considérée par les chimistes comme une réaction de la bilirubine.
l'y a plus : ces auteurs considèrent la réaction comme constante avec le sérum de cheval. Cela n’est pas exact; Fouchet, dans le travail dont j'ai parlé plus haut, avait vu que, avec certains sérums incolores, la réaction n'existe pas. J'ai pu véri-
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fier moi-même, sur un très grand nombre de sérums de chevaux que cette réaction n’est pas toujours constante; elle existe très souvent, mais parfois elle fait défaut.
2° La réaction s’atténue avec le temps
Ce que nous savons des divers agents physiques, agissant sur le sérum, nous explique parfaitement que cette réaction puisse s’atténuer.
Puisqu’il s’agit, en fait, d’une réaction de pigment biliaire, toute influence qui modifie la réaction de la bilirubine modifiera en même temps la réaction avec l’acide trichloracétique.
3° Il est possible de se rendre compte si un sérum est vieux ou frais
Il m'est absolument impossible de souscrire à cette proposition. Il faudrait, pour qu'elle ait une base apparente de vérité, que tous les sérums aient à l’origine la même coloration. Or, je viens de démontrer, au cours de ce travail, que la coloration du sérum change avec le même cheval, suivant, par exemple, le nombre de saignées qu’il a subies; un sérum peut parfaitement être très récent et être décoloré, au moment même de la récolte et, au contraire, un sérum très coloré à l’origine peut garder très très longtemps sa coloration s'il est conservé à l’abri absolu de la lumière. La proposition énoncée est donc fausse.
4° Cette coloration ne se produit pas avec d’autres sérums que celui du cheval
Cette proposition est incomplètement vraie. J'ai vérifié la réaction sur :
4 sérums de porc (e — bœuf 5 — mouton 6 — lapin 4 — cobaye 8 — chien
2 — âne Je n’ai jamais obtenu la réaction dans aucun cas. Mais, avec 10 sérums de mulet, j'ai obtenu 10 fois la réaction.
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Le sérum du mulet se conduit donc à cet égard comme celui du cheval.
En résumé, cette action de l'acide trichloracétique, presque constante chez le cheval, existe aussi chez le mulet, à l’exclusion des autres animaux examinés. Elle est le témoin de la présence de pigments biliaires, mais elle ne peut servir en aucun cas à diagnostiquer l’âge du sérum.
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J'ai voulu vérifier, à titre de contrôle, comment se comporterait une solution de bilirubine pure, comparativement à du sérum.
J'ai fait une soluion de bilirubine, dans la proportion où elle existe dans le sérum de cheval, c’est-à-dire une solution à environ I pour 8.oco. Cette solution n’a pas tout à fait la teinte du sérum, mais l'intensité du jaune est sensiblement comparable. ,
Cette solution est mise dans des tubes de verre et placée à côté d'un nombre égal de tubes contenant du sérum. En même temps, le même nombre de tubes contenant la solution et du sérum est placé à l’obscurité, enveloppé de papier noir.
On voit la décoloration survenir peu à peu dans les deux séries de ‘tubes placés à la lumière; au début, elle est plus marquée dans les tubes contenant le sérum.
Au bout de deux mois, le sérum et la bilirubine exposée à la lumière sont complètement incolores, alors que les tubes enveloppés de papier noir ont gardé leur coloration initiale. |
Cette expérience, à elle seule, est une démonstration de tout Ce qui à été vérifié au cours de ce travail.
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Conclusions générales
1° La coloration du sérum normal de cheval est due à la présence de faibles quantités de bilirubine (1 gr. pour 7.950 centimètres cubes).
2° Lorsqu'un sérum est d’une belle teinte jaune, la bilirubine est mise facilement en évidence par la réaction de Hayem. Au fur et à mesure que la coloration devient plus pâle, la quantité de bilirubine diminue, et dans un sérum décoloré, il est impossible de la mettre en évidence.
3° La teinte du sérum d’un même animal devient plus pâle “au cours de saignées successives.
4° Un sérum pâlit proportionnellement au temps écoulé depuis sa récolte, mais il pâlit d'autant moins qu’il avait une teinte plus accusée lors de son obtention.
5° La lumière est le facteur prépondérant de la décoloration du sérum; l'oxygène de l’air n'intervient que très faiblement dans ce phénomène. LS
6° L'action décolorante est maximum dans la partie bleue et violette du spectre; elle est minimum dans la partie jaune ‘et rouge.
7° La lumière électrique paraît être sans influence sur le sérum.
8° Les rayons ultra-violets décolorent très rapidement le ‘sérum. .
0° La chaleur modifie la coloration d'autant plus vite que la température est plus élevée. Son influence se manifeste déjà à une température de 30°, mais seulement au bout de six jours.
10° L'influence des chauffages successifs à 55° est pratiquement sans influence sur la couleur du sérum, dans les limites de temps où sont faites les tyndallisations.
11° Lé sérum coagulé, déjà décoloré par la chaleur, garde néanmoins une légère teinte jaune. Il continue à se décolorer sous l'influence de la lumière.
12° La réaction colorée du sérum traité par l'acide trichloracétique est due à la présence de pigments biliaires.
Cette réaction se produit très fréquemment, mais pas toujours, avec le sérum de cheval; on peut la mettre en évidence avec le sérum de mulet; elle n’existe pas avec les autres sérums d'âne, de bœuf, de mouton, de porc, de chien, de lapin et de cobaye.
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