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AVANT-PROPOS
Les expériences qui ont abouti à la découverte d’une fonction phagocytaire de certaines cellules de l’organisme luttant contre l'invasion microbienne ou infection nous ont tenté de rechercher si cette fonction pouvait s'étendre aussi aux 2rn{oxications.
Pour cela, nous avons entrepris une série d’expériences consistant à étudier l’action des leucocytes vis-à-vis des
substances toxiques rangées sous ces trois ordres : végétal
supérieur phanérogame (Abrine et Ricine); bactérien (diphtérie
et tétanos), et animal, comprenant les venins de serpent | dont l’empoisonnement chez les animaux présente plus d’une
analogie avec les toxines précitées. Pour ces trois formes d’intoxications, nous avons déterminé par la numération,
l’action des leucocytes du sang : 1° chez l'animal normal; % chez l'animal en vaccination; 3 chez l'animal vacciné. Le problème se résume en ceci : Ÿ a-t-il une différence dans la réaction leucocytaire, entre un animal vacciné et un animal témoin, normal, auxquels on injecte une dose mortelle de toxine, et si cette différence existe peut-on lui attribuer la différence des résultats de l’expérience soit la mort du témoin, d’une part, et la survie du vacciné, d'autre part. Une annexe du problème intéressant à, plus d’un point, est venue se greffer sur l’ensemble de ces recherches : Y a-t-il pendant la
période où l’animal subit la vaccination d’une substance toxique, une réaction leucocytaire qui démontre que l’organisme se prépare à supporter dans la suite une dose mortelle de toxines : l’intoxication pure.
Cest à M. Metchnikoff, l’éminent auteur de la théorie des phagocytes, que nous devons l'inspiration de ce travail, d’un intérêt général et d’une portée indiscutable. C’est parce que nous nous sommes laissé facilement convaincre et gagner à l'évidence des preuves de la’ phagocytose, qu’il nous a été donné de constater, à maintes reprises, le spectacle de la lutte des globules blancs contre l’invasion microbienne, que nous nous. sommes senti très vivement captivé par le $sujet de cette étude. Elle se rattache, en effet, à la théorie phagocytaire, étendant ses limites et son importance.
Ayant eu le grand privilège de suivre à diverses reprises les cours de l’Institut Pasteur, nous éprouvons un vif plaisir à exprimer à nos maîtres en bactériologie et en biologie, MM. Roux et Metchnikoff, notre sincère reconnaissance pour leurs encouragements et leurs conseils ; nous gardons le plus agréable souvenir de notre temps de travail à l’Institut de la rue Dutot. |
Nous nous rappelons avec reconnaissance du temps hospitalier où il nous a été donné de suivre en qualité d’externe Ds services des D' Galliard, Professeurs Ball, Potain et du
Dr Bouilly, auxquels nous exprimons ici nos sincères remer- .
ciements pour les leçons et les conseils pratiques médicaux ou chirurgicaux qu’ils nous ont abondamment prodigués.
M. le professeur Potain, en acceptant de présider à la soutenance de notre thèse, nous a donné une nouvelle preuve de sa bienveillance, à laquelle nous sommes particulièrement sensible,
CuapirRE [I
Théories de la phagocytose en général, son passé et ses résultats actuels.
Contrairement à la plupart des théories, la théorie phagocytaire, vieille de plus de dix ans aujourd’hui , n’a fait que gagner en assurance ei en étendue ; très combattue au début, malgré la logique qui plaidait déjà en sa faveur, elle a été peu à peu admise, et, à l'heure qu'il est, nous ne croyons pas nous avancer au- -delà de la stricte vérité, en disant qu elle est reconnue par tous les savants et que les discussions portent exclusivement sur son importance plus ou moins capitale. Mais nous ne pensons pas sortir de notre sujet en exposant le plus brièvement possible l'état présent de la question puisque nous avons à nous occuper d’une extension de cette théorie.
Depuis la découverte, de la fonction de cellules migratrices d’origine mesodermique qui consiste à résorber des tissus morts ou affaiblis, graisses, eic., et à détruire des corps étrangers comme le sont les microbes, les expériences se soni succédé si rapidement, si abondamment qu il est impossible de les citer toutes, mais la conclusion à en tirer est aussi simple qu'évidente, C’est que dans toutes les maladies infectieuses, dues à l'invasion microbienne, il ÿ a toujours. une réaction phagocytaire plus ou moins Jongue dont dépend la résistance de l'organisme attaqué.
M. Metchnikoff. distingue chez les animaux supérieurs.
Res.
et chez l’homme deux espèces de cellules phagocytaires : les microphages et les macrophages. Les premières comprennent les globules blancs du système lymphatique et du système sanguin; les deuxièmes renferment les cellules fixes du tissu conjonctif, certaines cellules du foie (cellules étoilées de Kupfer), certains éléments du système nerveux et du système musculaire ; tous ces éléments ont un rôle plus ou moins important, plus ou moins actif à jouer dans la lutte de l’organisme. Rarement les phagocytes renoncent d'emblée à la lutte, comme on le remarque dans le choléra des poules, chez les gallinacés et les pigeons, au contraire chez les cobayes, les phagocytes ont Le temps de lutter et restent vainqueurs. Dans le charbon, mortel pour les cobayes, souris, lapins, les macrophages seuls agissent sans succès ; mais il y a leucocytose. »
M. Metchnikoff a réfuté triomphalement l’objection portée à Sa théorie qui consistait à dire que les globules blancs n’englobaient que des bacilles morts.
1° L'examen par la goutte suspendue, où l’on assiste à l’englobement des microbes mobiles, en est l'exemple le plus frappant, la démonstration la plus ingénieuse.
2° Ou bien, il procédait par réinoculation et prouvait ainsi que les micro-organismes non absorbés par les phagocytes étaient vivants et mortels pour d’autres organismes, tandis que ceux renfermés par les globules destructeurs n'étaient plus capables de nuire.
3° Ou encore par un procédé de coloration Spécial (vésuvine) il déterminait l’état (de mort ou de vie) des espèces bactériennes.
C’est ici qu’il faut signaler, trop rapidement, la démontration si frappante de phagocytose négative dans la Chambre antérieure de l'œil où l’absence de globules
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blancs permet la pullulation des bactéridies du charbon chez le lapin par exemple, ou par l’emploi de moyens artificiels pour empêcher l'accès des phagocytes (petits sacs cylindriques à moelle de roseau). Dans ces cas les bactéridies charbonneuses n’étaient pas tuées et transmettaient l'infection à des animaux d’épreuve.
Les recherches de phagocytose se sont étendues peu à peu à toutes les maladies infectieuses, entr’autres l’érysipèle, le typhus à rechutes, puis la scepticémie des souris, la lèpre, la tuberculose, et dans ces dernières années, le choléra dit asiatique. Le rôle des globules blancs explique suffisamment, non seulement l’accumulation par voie de migration inflammatoire de ces cellules dans les lieux d’invasion, mais aussi le phénomène général de l’hypertrophie des organes phagocytaires : rate, glandes lymphatiques, amygdales, plaques de Peyer, etc., au cours de ces infections. Il a, de même, sa raison d’être dans la grave question pleine d’actualité de la vaccination et de l’immunité vis-à-vis de certaines affections morbides. |
Nous n’avons pas à citer ici les expériences sans nombre gracieuses souvent, toujours profondément scientifiques et catégoriques dans leurs résultats, qui, toutes, conduisent à la conclusion que la phagocytose joue un rôle important, primordial, dans la vaccination contre les maladies microbiennes et dans l’immunité acquise de certains animaux. Les Annales de l’Institut Pasteur relatent, depuis 2 ou 3 ans, que la question est débattue des succès sans nombre, et sont, pour cela, d’une lecture captivante et encourageante. Ce n’est plus l'opinion d’une école qui s'impose, c'est la reconnaissance du monde savant tout entier, apportant son contingent de preuves par les moyens et les recherches les plus variés, les plus étudiés, les mieux approfondis.
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Nous n'avons pas la prétention de discuter dans ce travail les théories diverses qui se disputent encore l'application de faits acquis ; suivant en cela l'exemple de celui qui nous à guidé d’une façon si bienveillante dans les recherches de ce travail, nous nous contenterons d'exposer les résultats
obtenus, _les appuyant au besoin de sa haute compétence,
les certifiant absolument, scrupuleusement exacts, mais laissant à l'avenir le soin d'en trouver la justification par une
théorie générale qui groupe tous les faits et qui fasse faire à la
science médicale un ve décisif en avant. ve ER
CHAPITRE IT
De la leucocytose en général.
La découverte de M. Metchnikoff sur la propriété phagocytaire de certaines formes de globules blancs du sang à provoqué, de la part de nombreux savants, de nouvelles expériences variées sur la « leucocytose » ou variation
quantitative et qualitative des globules blancs. :
Dans une publication récente, le docteur Herman Rieder, assistant à l’Institut de clinique médicale de Munich, expose l'état actuel des connaissances sur cette question.
Ce furent d’abord Neuman, Bizzozero, Denis, MM. Cornil, Hayem, Flemming, d’autres ensuite qui entreprirent des recherches sur la formation des éléments cellulaires du sang ; ils en ont posé les bases et ont indiqué la voie à suivre dans ces recherches minutieuses. |
Lowit a émis l’idée que les corpuscules blancs et les capsules rouges proviennent de deux sources différentes soit des Leucoblastes et des Erythroblastes ; les deux espèces se trouvent dans les organes hématopoiétiques (rate, glandes lymphatiques et moelle des os) qui se répartissent la formation des cellules du sang. ‘
Pendant que les hématies se multiplieraient par division indirecte (mitose de Flemming), les globules blancs se multiplieraient par division directe du noyau et du protoplasma.
Les leucocytes polynucléaires seraient des cellules pro-
duites par division directe (fragmentation du noyau). Cette
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théorie fut attaquée par Flemming qui, ayant observé, des heures durant, des leucocytes polynucléaires, ne vit pas leur noyau se diviser.
En résumé deux théories soutenues énergiquement de part et d'autre divisent les savants : les leucocytes se multiplient par division indirecte (Flemming) ou par division directe (Lowit, Denis, Ranvier, Stricker, Arnold).
Un second problème importante à résoudre a trait à la forme des leucocytes.
En 1861, Max Schulzé a différencié certains groupes anatomiquement et s’est laissé guider par un point de vue purement histologique.
En 1880, Ehlich a recouru à l’utilisation de certaines couleurs d’aniline pour différencier les formes de leucocytes en déterminant l’'affinité microchimique (1) des granulations du protoplasma, contenue dans certaines formes cellulaires, pour des couleurs spéciales d’aniline et en établissant une méthode nouvelle dans la technique de coloration du sang préalablement desséché.
Bien que sa classification ait un caractère, en apparence du moins, artificiel, nous devons la donner dans cet exposé général.
Il distingue suivant leur origine :
Les cellules myélogènes (éosinophiles
3. Des cellules indéterminées, provenant de la rate ou de la moelle des os et qui sont :
(4) M. Doi a démontré, ce qu'à vérifié Ehrlich par sa AS de coloration, que les granulations protoplasmiques sont de nature albuminoïde mais ne renferment ni HAT onebines ni graisse.
a) Grands mononucléaires :
b) Forme de passage (à noyau polymorphe) ; c) Cellules polynucléaires.
Virchow admet depuis longtemps que les petites cellules lymphatiques mononucléaires proviennent des glandes lympbhatiques; les plus grandes mononucléaires, de la rate, et dans le cas de pléthore des premières, il parle de lymphémie ; dans le cas d’excès des mononucléaires plus grands, il parle de splenhémie. Lowit croit que les mononucléaires représentent une forme jeune qui deviendra les polynucléaires ensuite. |
H. F. Müller divise les leucocytes de l'organisme en leucocytes normaux qui ne se rencontrent pas dans le sang leucémique, et leucocytes anormaux qu'on trouve, et qu’il identifie aux formes décrites par M. le professeur Cornil sous le nom de cellules médullaires. |
Rieder, dans sa monographie, fait ressortir l'importance clinique de la classification d’Ehrlich, qui se rapproche beaucoup de celle de Max Schulize. Il y aurait donc quatre formes de leucocytes, en comprenant :
Les formes intermédiaires entre les mononucléaires et les polynucléaires, soit : «) lymphocytes, b) grands mononucléaires, c) leucocytes à noyau multilobés, d) leucocytes eosinophiles. A propos de ces derniers, le terme polynucléaire ne répond pas exactement à la réalité, il n’y a le plus souvent qu'un noyau multilobé, qui prend, toutefois, l'aspect de plusieurs noyaux par une fragmentation excessive.
Quant au nombre des leucocyles contenus dans 4" cube, Malassez, Grancher, Hayem, Bouchut, Dubrisay et Thoma, donnent des chiffres variant de 3000 à 6000.
Haller envisage qu’il y a excès de globules blancs au-
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dessus de 10,000 et une diminution anormale au-dessous
de 4000.
Rieder compte, chez l’homme sain, 7500 leucocytes
environ et chez 12 malades atteints de chlorose, bronchite, népbrite chronique, insuffisance mitrale, etc., une moyenne un péu plus élevée de 9600. Chez les enfants, filles ou garçons, il atteint le chifire de 9500 à 9800.
Origine des Leucocytes. — Lowit admet que les leucocytes
mononucléaires sont introduits dans le, courant circulatoire par les organes hématopoiétiques, c’est pourquoi il trouve un excès de mononucléaires sur les polynucléaires dans les veines provenant de la moelle, par exemple, ou de la veine cave supérieure. Quant aux polynucléaires ils proviendraient directement des mononucléaires. C’est aussi l'opinion de Virchow, d'Hayem, etc.
Des expériences nombreuses cf d'établir, en :
outre, que ce sont les polynucléaires qui ont une propriété spéciale de mobilité, contrairement aux mononucléaires, et leur pouvoir d’émigration ressort de cette pro- - priété. On peut se demander si la transformation du noyau des polynucléaires ne se fait pas en même temps que celle du protoplasma pour développer ou créer ce pouvoir migrateur. On comprend d’ailleurs pourquoi ceux-ci ont des aspeêts si variés, du: moment qu’il leur est impossible de s’allonger en longs et fins filaments dans les interstices cellulaires, au point qu'on peut croire à chaque instant qu’ils vont se déchirer. C’est donc aux polynucléaires qu'est échu lé rôle de la phagocytose. :
Nous n'avons pas, dans le cours de nos expériences, fait
de distinction entre Les formes variées des globules blancs, non pas que cette différenciation n’ait son importance, mais
parce que nous avons envisagé, jusqu’à présent, un côté du
vi) Masse
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problème, soit la quantité des leucocytes pris dans leur ensemble. Aussi ne citerons-nous pas les recherches antérieures sur le rapport des mononucléaires aux polynucléaires dans des cas physiologiques ou pathologiques, normaux ou artificiels. Nous rappellerons seulement l'appréciation suivante de Ebrlich : une diminution absolue du nombre des leucocytes, combinée d’une augmentation relative des mononucléaires, est l'indice certain d'une nutrition insuffisante de l'organisme. |
Quant à la leucocytose, Rieder l’entend de cette façon : c’est une augmentation des leucocytes, passagère, liée à des modifications des organes hématopoïétiques, de plus ou moins courte durée, le plus souvent peu élevée, se produisant sous des . influences physiologiques et pathologiques. Les nouveaux globules blancs ont alors la taille et l’activité de ceux qui se trouvent normalement dans le sang (contrairement à ce qui se passe dans la leucémie). On trouve surtout de ces globules à noyau polymorphe et à granulations fines dont le protoplasme est très mobile (cellules neutrophiles d'Ehrlich ou cellules à fines granulations de M. Schultze).
Contrairement à la conception de Virchow qui admettait une différence quantitative entre la leucocytose et la leucémie, Rieder tend à prouver qu'il y a de ph une différence qualitative.
Dans la leucocytose, les glandes lymphatiques seules entrent en jeu, tandis que dans .la leucémie, il y a en outre la rate et même pour Neuman la moelle des os.
Lowit pense qu'il y à leucémie toutes les fois que la destruction des leucocytes dans la circulation n’est pas diminuée, par le fait d’une altération d’activité du plasma sanguin ou même des leucocytes mononucléaires euxmêmes qui ne peuvent se transformer en polynucléaires, d’où
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diminution de ceux-ci et excès de ceux-là. Lowit n’a pas constaté de néoformation augmentée des globules blancs dans les organes hématopoiétiques.
La grande quantité des leucocytes dans le sang leucémique n’amène pas une mobilité anormale de ceux-ci, tandis que les leucocytes normaux sont très mobiles dans les autres états du Sang.
Un fait constant dans la leucémie, c’est à côté de l’augmentation du nombre de globules blancs, la diminution des globules rouges ce qui fait croire à Biésiadecki (Vienne, 1876) que la cause de la leucémie provient de l'insuffisance de transformation des globules blancs en globules rouges.
Un grand nombre d’expérimentateurs ont étudié les réactions leucocytaires qui se produisent lorsqu'on injecte des substances de nature diverses dans le sang d’un animal.
Certains médicaments ne provoquent aucune leucocytose, mais par contre les poisons du sang amènent une forte augmentation de leucocytes ; Rieder révèle alors la présence d’amas de granulations informes qu'il recommande de ne pas confondre avec les plaquettes de Bizzozero ou avec des produits de régénération. D'autre part, certaines substances de nature albuminoïde provoquent d’abord une diminution des leucocytes (leucolyse de Lôwit), suivie immédiatement d’une leucocytose compensatrice d’après Lowit. Les principales
substances injectées sont l’hémialbumose, la peptone, pepsine, l'acide nucléique et la nucléine; l'extrait de sangsue (Haykraîft et Haidenhain ont cru y trouver un principe actif albuminoïde). Les recherches de Buchner avec diverses proteines d'origine bactérienne, avec la pyocyanine et en dernier lieu la tuberculine sont encore à citer; en dehors de ces corps supposés de nature albuminoïde, le curare, l’urée, l'acide urique, et l’urate de soude ont été utilisés aussi pour l'étude
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des phénomènes leucocytaires. L'abaissement du taux des globules blancs atteignait quelquefois de 50 à 90 0/0.
Chimiotaxie. —- Lôwit ne croit pas à l’action chimiotaxique négative exercée par ces substances sur les globules blancs. Puisque nous prononçons pour la première fois ce mot, il nous sera permis de nous étendre un peu sur cette propriété attribuée aux leucocytes.
Piefier avait remarqué que certaines cellules végétales femelles attiraient les cellules mâles (spermatozoïdes) et il établit que dans ce cas, il y a une chimiotaxie positive; à côté de cette sensibilité attractive, il en est une autre, chèmiotaie négative, en vertu de laquelle certaines substances sont une cause de répulsion par les cellules sensibles. M. Metchnikoff, après Leber, Massart et Bordet, a appliqué cette double propriété aux globules blancs du sang et à
d’autres cellules phagocytaires (cellules endothéliales du
système vasculaire, cellules appartenant aux systèmes nerveux et musculaire). La démonstration de ces faits a été fournie par de nombreuses expériences dont nous ne reléverons que les plus saisissantes.
Leber entend par chimioturie, la sensibilité pour la constitution chimique du corps étranger introduit dans l'organisme. Il y a une chimiotaxie positive quand les
” cellules sont sensibles aux microbes, ou à leurs produits
toxiques excrétés; la chimiotaxie négative, qui se rencontre plus rarement, consiste dans la répulsion de ces mêmes cellules vis-à-vis de toxines ou de microbes (surtout des microbes très virulents).
Expérience de chimiotaxie positive. — Des petits ‘tubes de
_ verre, Capillaires, sont remplis d’une solution de culture des
microbes et introduits sous la peau la culture diffuse, dans Chatenay, — 2.
le milieu environnant et les leucocytes pénètrent dans le tube, après avoir obstrué les vaisseaux lymphatiques, situés périphériquement à ce point d’inoculation.
La bactéridie charbonneuse produit d’abord une leucocytose du sang qui disparaît ensuite. La chimiotaxie positive est le commencement de processus divers. C’est ainsi qu'il peut se faire que les leucocytes n’englobent pas les microbes qui pullulent dans l'organisme et amènent la mort de l’animal.
Donc, la chimiotaxie positive n'empêche pas le pullulement des microbes. Il faut qu’il se passe un deuxième acte chez les cellules défensives, de l'organisme, soit l’englobement des microbes, pour vaincre linvasion.
Expérience de chimiotaxie négative. — Lorsqu'on injecte sous la peau d’un cobaye une culture de bacilles du tétanos, il y a attraction positive, mais elle est négative lorsqu’on injecte des toxines sans micro-organisme vivant. Nous avons pu constater ce fait avec les toxines qui ont été utilisées pour nos recherches, en remarquant l’absence ou une très faible quantité de globules blancs au point d’inoculation (les leucocytes étant d'autant plus rares que la toxine est plus _virulente et que l'animal ÿ est plus sensible). Nous devons reconnaître qu’il nous a été très difficile de retirer plusieurs gouttes de l’exsudat sous-cutané, tant la résorption de la toxine se fait rapidement.
IL sémble que la leucolyse ou hypoleucocytose qui se
produit par l’introduction de certaines substances, doive été -
attribuée exclusivement à une attraction négative d’abord, suivie d’une attraction positive (correspondant à l’hyperleu- _‘cocytose qui se produit ensuite, comme l’a démontré Lôwit).
Mais comment expliquer cette double action, antagoniste, se succédant rapidement. Buchner pense qu'il y a uné com-
binaison avec les cellules de certains organes et que le produit devient chimiotaxique positif pour les leucocytes (c’est la chimiotaxie indirecte).
Nous n'avons pas à entrer dans des détails d’un ordre si spécial ni à approfondir ce sujet qui nécessitera de nouvelles expériences.
Quoiqu'il en soit, M. Metchnikoff attribue trois fonctions principales primordiales aux phagocytes : La chimiotaxie ou sensibilité chimique : l'absorption et la digestion intra-cellulaire. Lorsque ces trois actes sont accomplis, la lutte est terminée contre l’agent envahisseur, et la maladie est détruite dans son germe. L'organisme reste intact.
C’est pour cela que dans les cas favorables de pneumonie, l’hyperleucocytose se prolonge jusqu’à la période de la crise ; elle se retrouve aussi dans l’inflammation des séreuses, la septicémie, l’érysipèle, la diphtérie, etc. Par contre, dans la fièvre typhoïde, on constate une hypoleucocytose manifeste. Longtemps l’hyperleucocytose dans l’anémie a été l’objet de longues discussions et de recherches minutieuses ; on a surtout insisté sur le fait que ce sont les mononucléaires qui abondent et qui maintiennent élevé le chiffre total des leucocytes, les polynucléaires, les phagocytes proprement dits restent en nombre normal ou diminuent même, tandis que les hématies ont beaucoup diminué. Ici se pose une intéressante mais délicate question de la genèse des globules blancs et de leur transformation possible en globules rouges, transformation qui serait empêchée dans l’anémie ou dans la chlorose.La solution de ce problème est réservée à l'avenir.
Enfin dans les cas d’hémorrhagie ou de cachexie, en général, comme dans la période d’agonie, il y a souvent une forte hyperleucocytose qui nécessite, pensons-nous, une interprétation différente dans chaque cas.
en
Dans le 1% cas (hémorrhagie), il faut lui attribuer une cause mécanique, la perte du plasma sanguin amène une densité plus forte et une richesse plus grande en éléments figurés. D'ailleurs l'augmentation est très variable.
Dans le 2 cas (cachexie), on est en droit de penser à une chimiotaxie de la part de certaines substances contenues dans le sang. Enfin la leucocytose d’agonie, due aussi à un action chimiotaxique, contribue sans doute, cherche tout au moins à débarrasser le courant sanguin de matériaux de destruction des organes en voie de dégénérescence ; c’est une véritable excrétion d'éléments nuisibles au fonctionnement régulier.
A côté de l’hyperleucocytose pathologique, il y a une hyperleucocytose physiologique ; celle des femmes enceintes, augmentant encore dans les derniers mois pour cesser à l'accouchement ; celle-des nouveau-nés où les globules blancs atteignent le triple ou le quadruple de la normale (chez des jeunes souris de 3 jours, nous avons compté 40 et 50,000 leucocytes par ”"3) ; :
Quant à la leucocytose digestive, elle varie suivant les aliments; une nourriture mixte ne produit qu’une faible réaction, tandis que les substances albuminoides provoquent
une hyperleucocytose représentant une augmentation de 33 °/0).
Nous avons mentionné la leucolyse ou hypoleu-
cocytose dans la fièvre typhoïde : elle existe dans certains cas d’anémie très prononcée. On peut la provoquer, artificiellement, par l'injection de: substances protéiques, comme nous l'avons indiqué déjà. | Lowit attribue cette leucopénie ou leucolyse à la destruction des globules blancs par ces dites substances et l’hyperleucocytose qui suit immédiatement, serait due à un apport
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‘ nouveau des organes hématopoiétiques ; il ne dit pas sous quelle influence ces organes fournissent ce nouvel apport et en tous cas se refuse à admettre une action chimiotaxique qui trouverait pourtant ici sa justification. Il se base, pour nier cette action, sur le fait qu’on peut produire une hypoleucocytose en dehors de toute attraction, négative ou positive des substances étrangères. Pour cela, il soumet ses animaux d'expérience à un ligotement forcé ou à un rouée de coups ou encore à un bain froid de quelques minutes qui produit une diminution des leucocytes en les détruisant, dit-il, et qui, par le fait même de cette diminution, provoque immédiatement après une leucocytose intense. Pour lui donc, la leucocytose est fonction de la leucolyse.
Nous avons tenu à exposer les travaux variés qui ont été faits ces dernières années avant de donner le résumé de nos propres expériences sur les réactions leucocytaires. Si : nous nous trouvons encore ici dans un domaine nouveau, presque inexploré, et où la lumière est loin d’être faite, nous pensons toutefois que ces recherches commencées devront coutribuer à prouver l’importance des réactions leucocytaires vis-à-vis de la défense de l'organisme et qu’elles nous rapprochent du moment où une interprétation définitive leur sera attribuée.
Avant-propos de la première partie
-« Les connaissances sur les toxalbumines sont de date récente, et leur rôle indubitable dans les maladies infectieuses vient d’étre mis en lumière. Comme à l'heure actuelle, les produits de certains microbes pathogènes, des toxalbumoses bactériennes, ne sont pas isolées à l’état de pureté, il était intéressant d'utiliser les produits semblables, tirés des plantes (abrus precatorius et ricinus officinalis par exemple). Ainsi pense Ebrlich, et il estime que, l'étude des intoxications végétales par la ricine et par l’abrine peut être utilisée pour l'étude des maladies infectieuses, car à l’heure actuelle où une thérapeutique vraiment rationnelle et active est entreprise, tout ce qui peut éclaircir la question des maladies infectieuses est Le bienvenu ».
Telles sont les raisons qui nous ont encouragé à entreprendre une partie de cette question, en commençant justement l’étude des réactions leucocytaires par les toxines végétales. Nous avons été mis d’une facon si attrayante sur la voie de ces recherches, par M. Metchnikoff, que nous ne pouvons assez lui exprimer ici notre sincère reconnaissance.
CHAPITRE Î Définition
L'abrine est le principe actif tiré de l’abrus piecatorius, appelé vulgairement liane réglisse. On utilise dans l’Inde sa racine à la place de la réglisse véritable. Les graines renferment une substance âcre, narcotique, qui est détruite déjà à la température de 55 à 60°: c'est l’abrine dont l’absorption se manifeste d’abord par de la céphalalgie et des accidents marqués de narcotisme. Elle fut introduite par Wecker en 1882 sous forme d’infusion de jequirity dans la thérapeutique oculaire, particulièrement pour traiter la conjonctivite granuleuse chronique.
Ebrlich en a fait le premier une application en Non tAle en tentant d'y accoutumer les animaux de laboratoire, ef d'étudier par eux les divers problèmes de l’intoxication de la vaccination et de l’immunité.
Ses recherches, qui ont succédé à celles faites sur la ricine sont relatées par lui dans la « Deutsche Medicin Wochenschrift, N° 4% de 1891, et c’est son procédé que nous avons suivi pour nos propres expériences.
Pour Ehrlich, l’abrine agit sur l'organisme animal comme
une albuminoiïde toxique ou taxalbumine qui, dans ses réactions, a une grande ressemblance avec la ricine, bien que des différences dans l'intensité d’action sur les divers animaux éprouvés soient notables. C’est ainsi que l’abrine est moins toxique et agit plus tardivement : il y à une véritable période d’incubation, comme le démontrent les réactions leucocytaires.
On pourrait, d’après cela, penser à un ferment dont le .dédoublement n’agirait à l’intérieur de l'organisme, que sous certaines conditions, nécessitant un laps de temps déterminé, soit dans le sang, soit dans un organe vasculaire ou autre. Cest du moins l'opinion de l'Institut pharmacologique de Dorpat qui range l’abrine comme la ricine dans la classe des ( ferments sans forme ou amorphes ».
Cette école reconnait d’ailleurs à ces deux corps (abrine et ricine) plusieurs propriétés importantes qui les rendent comparables à une albumose toxique végétale qu'ils appellent phytalbumose. Nous verrons, à propos de la ricine, les raisons qui militenten faveur de cette classification. En tous cas, nous devons constater d'emblée que la nature propre de cette substance n’est pas encore élucidée, probablement que la connaissance mieux approfondie de son action sur l’organisme vivant permettra d'y arriver.
Action sur les animaux d'expérience. — Ehrlich a réussi à vacciner des souris : 1° en leur faisant manger chaque jour une certaine dose d’abrine renfermée dans un biscuit ; 2° en poursuivant l’accoutumance Par une injection souscutanée de solution titrée et il a déterminé la dose mortelle pour les diverses espèces animales expérimentées (les cobayes et les lapins reçoivent une injection souscutanée ou sous-péritonéale d'emblée)
Une souris, qui reçut le premier jour 0 cc, 24 d’abrine
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par biscuit, puis graduellement chaque jour d'avantage jusqu'au dernier jour où elle reçut en une fois 0 cc. 4, ne mourut que le septième jour alors qu'il suffit de lui donner 0 ce. 035 de ricine par biscuit et par jour, durant cinq à six jours pour la tuer. Cette action moins toxique de l’abrine est-elle due à une digestion plus complète ou à des conditions de résorption moins favorables ? On ne peut l’apprécier encore mais elle suffit à Ehrlich pour prouver la différence manifeste des deux toxines végétales (abrine et ricine).
Pour le cobaye, bien que la dose mortelle varie suivant les individus de la même espèce, elle peut être estimée à environ 0 mgr. {, c’est-à-dire qu'une injection renfermant 0 mgr.{ d’abrine tuera certainement un cobaye en un temps plus ou moins Jong (six à dix jours); nous déterminons cette dose mortelle par notre propre expérience, Car en cherchant à vacciner contre l’abrine : à « abriniser » l'animal, nous n'avons jamais réussi en commençant par cette quantité (0 mgr. 1). Malgré cela, pour donner une sécurité complète à nos recherches, nous avons pris comme dose réellement mortelle pour le cobaye une solution renfermant ! mgr. d'abrine pure qui tue entre deux et trois jours pour ainsi dire infailliblement. FA
Au point d'inoculation de la toxine végétale, il se produit, plusieurs jours après, chez l'animal. qui résiste, une induration puis une ulcération plus ou moins étendue, suivant le degré de la solution. C'est l’action locale, spécifique due à l’abrine; en même temps, au pourtour du point de l'injection, les poils tombent et peu à peu il se forme, de la périphérie au centre, une véritable plaque alopécique. Dès que l’ulcération est en voie de guérison
et quelle tend à faire place à une escharre, on peut entrevoir l'issue favorable de l’intoxication et c’est ce moment que l’on peut choisir pour recommencer une injection destinée à la vaccination. Le poids de l'animal, qui avait considérablement baissé (10 à 12 0/0 du poids total), reprend alors de son côté,
Symplômes morbides. — Ils sont peu apparents au début : l’animal continue à manger et à se mouvoir comme d’habitude ; il est pris quelquefois de diarrhée dès la 3° ou 4° heure de l'injection, sinon à la 12° ou plus tard encore : le membre le plus rapproché du point de l'injection toxique est un peu ankylosé; l'animal le tient raide et inerte, mais il semble plutôt que ce soit dans le but d’éviter le contact avec le point d’inoculation qui est douloureux, en effet, au toucher ; il n’y à pas à proprement parler de paralysie. Puis la diarrhée s’accentue avec la prostation et l'animal succombe, sans résistance, comme par faiblesse généralisée, la peau est en effet souple, lâche, atonique.
L’autopsie révèle des hémorrhagies intestinales ; Sauf chez les souris blanches, comme le fait remarquer Ehrlich; les vaisseaux de la paroi abdominale, des viscères sont gorgés de sang, et certains organes en laissent échapper à la section (foie, capsules surrénales). Une remarque générale que nous avons faite à toutes les autopsies aussi bien pour les intoxiqués d’autres substances que pour ceux de l’abrine, c’est que la rate est diminuée de volume : ; quelquefois même, elle est complètement atrophiée et Jamais hypertophiée. Par ‘contre, le foie nous à paru toujours gros, souvent très hypertrophié, et congestionné, rempli d'un sang liquide qui remplissait peu à peu la cavité abdominale. Les poumons rétractés et le cœur plein d’un sang noir, liquide.
CHAPITRE II
Vaccination
Nous devons déclarer, en premier lieu, ceci pour toutes les vaccinations que nous avons entreprises, que nos procédés ont été scrupuleusement aseptiques ei que nous n'avons jamais introduit par injections sous-cutanées de produits bactériens qui auraient nui à nos résultats ; nous avons tcujours fait à la mort de chaque animal témoin, la contre épreuve de la stérilisation de nos toxines par culture sur gélose ou sur gélatine, du sang extrait du cœur ; nous n’avons donc pas affaire ici à une association microbienne et toxique, et les réactions leucocytaires sont bien dues exclusivement aux substances toxiques que nous avons fait agir sur l’organisme.
Bien que nous ayions réussi à vacciner des souris aussi bien que des cobayes contre Vabrine et contre la ricine, ce sont surtout ces derniers qui ont servi aux expériences ; c’est décidément toujours l'animal de prédilection des laboratoires et son maniement facile, sa taille appropriée le mettent au-dessus des lapins et des souris.
Il est très délicat de déterminer d’une manière générale le temps employé à vacciner un cobaye. C'est ainsi que nous avons, vivant à l'heure actuelle et ayant subi plusieurs épreuves concluantes, un cobaye (J) du poids, à l'état normal, de 430 gr., qui fut inoculé pour la
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4e fois le 10 novembre 1893, avec une solution contenant dans { cc., 0 mer. ol d’abrine ; pendant les 7 jours suivants, il reçut une dose progressive jusqu’à atteindre 1 mgr. d’abrine, à ce moment là (48 novembre) parais- Sant affecté de ce traitement, et comme il avait perdu beaucoup de poids (40 gr., soit 9 à 10 °/0), il fut laissé tranquille jusqu'au 23 novembre où il reçut en même temps qu’un témoin, 2 mgr. d’abrine en 1 cc. de solution. Le témoin mourut le surlendemain matin ; le cobaye (J) était donc vacciné, au point de Supporter la dose 2 fois mortelle. Son temps de traitément n’a donc duré que 3 Semaines.
D'autre part, un deuxième Cobaÿé, que nous avons conservé en parfait état jusqu’à ce jour, dont le poids considérable (575 gr.) et l'apparence robuste nous faisait espérer un prompt résultat, a exigé cinquante - trois jours, soit près de deux mois, pour servir utilement à une expérience. Ce sont les vas extrèmes, en sorte que l'on peut dire aproximativement que, pour arrivér à faire résister un cobaye « abrinisé » à la dose mortelle d’un mMilligramme, il faut lavoir vacciné pendant un mois à siX semaines. Le point important et qui parait acquis par nos recherches répétées, est de débuter par une dose minimale (0 imgr. 01) puis d'attendre l'effet, qui ne se produit pas immédiatement : si le poids reste normal, on peut renouveler la dose qu’on augmente peu à peu. Il ne semble pas, à première vue, qu'il Y ait grand avantage à employer le plus vite possible de fortes doses : nous avons en mémoire, à ce sujet, l'exemple d’un animal «ricinisé » qui trouvera son histoire un peu plus loin.
L'accoutumance se fait d'autant plus vite que la dose est faible et la résistance semble s’accroitre en progres-
sion géométrique quand les inoculations s’accroissent en progression arithmétique ; cette observation, que nous formulons simplement, est trop importante pour ne pas nécessiter des recherches plus longues, plus étendues, car nous sommes trop rapprochés du début de l’entreprise de ce travail pour conclure avec sécurité.
Pour les souris blanches, nous avons employé la voie digestive d’abord, puis après une certaine accoutumance, nous avons repris les injections sous-cutanée. Nous avions préparé des solutions d’abrine titrées, dont nous imbibions chaque jour un petit cube de mie de pain, représentant une dose donnée, soit 0 m.01 au début et en augmentant chaque jour jusqu’à { mgr. en l’espace d’un mois environ, _puis nous reprenions la seringue, et, commençant par 0 m.01 la première fois, nous attendions la chute de l’escharre, plus lente à se guérir que chez le cobaye, et, au bout d’un mois et demi, nous avions une souris « abrinisée. »
Nous avons obtenu une solution stérile d’abrine, en dissolvant la poudre préparée aseptiquement par Merck ou Gubler dans de Peau salée (à 10 0/0), stérilisée à l’autoclave à {15° pendant 20 minutes. Pour obtenir des solutions plus faibles, il nous a suffi de dissoudre la première solution titrée dans un volume donné d’eau salée stérilisée ; nous pensons nous être mis ainsi à l'abri de l’envahissement des microbes, ce qui nous a été confirmé, d’ailleurs, par le résultat négatif des cultures de sang, répétées à chaque autopsie.
CHAPITRE III
Examen du Sang au point de vue des globules blancs.
Nous avons employé le procédé le plus simple et Je plus sûr pour la numération des globules blancs. A l'aide de l’hématimètre de Potain-Malassez, nous prenions soit à l'oreille, soit aux orteils du cobaye ou du lapin une goutte de sang représentant 1 cc., dilué dans 100 fois son volume du mélange suivant :
Eau ait pe a DIR AA NES 100 gr Chlorure de sodium ....,...... 0 gr, 75 Acide acétique....….. PALETTE 0 gr. 50
Cette préparation est particulièrement favorable pour détacher nettement les globules blancs qui restent seuls sur le champ micrométrique, alors que les hématies disparaissent rapidement. La Manipulation devient très facile après quelques essais et est assez hâtive pour éviter la” formation de caillots en sorte que, par la répétition des numérations par Chaque millimètre cube de sang, on arrive à une moyenne qui doit être proche de Ia réalité. En outre, NOUS aVOnS Scrupuleusement suivi le conseil de M. Metchnikoff, de Changer chaque fois la partie de l'animal où se faisait la prise de Sang, évilant ainsi des erreurs dues à une réaction phagocytaire locale.
La première question que nous avons cherché à résoudre est la Suivante : Y a-t:il pendant la période de vaccination une réaction leucocytaire en plus ou en moins?
I. PENDANT LA VACCINATION
Nos résultats sont absolument et sans exception posilifs et nous les verrons d’aille.rs se reproduire à propos de chaque toxine employée. Quelques exemples typiques l’attesteront :
Premier exemple. — Le cobaye (J). dont nous avons eu déjà l’occasion de parler pesant 430 gr. le 10 novembre 1893, est inoculé ce même jour d’une solution contenant 0 mgr. 01 d’Abrine; il a environ 4.000 globules blancs par mm*, jusqu’au 17 novembre il recoit, en doses progressives quotidiennes, le total de 1 milligramme d’abrine ; le 48 novembre, remarquant son état languissant, son poids diminué (387 gr. au lieu de 430 gr.), on interrompt les injections et on constate qu’il a en ce moment 9.500 globules blancs (au lieu de 4.000); le 20 novembr: il perd encore du poids (340 gr.) ; le 21 avec 350 gr. il a 6.000 globules blancs ; le 23 (395 gr.) 11.000. Ce jour-là, le jugeant capable de supporter une dose mortelle, nous lui injectons, en même temps qu’à un témoin (N. 420 g.), 2 milligr. d’abrine en solution. Le 24 novembre, la légère hyperleucocytose se maintient avec 10.000 globules pour { mm’. de sang. Le 25 novembre, mort du témoin N; notre cobaye J est très bien malgré une perte de poids (365 au lieu de 395 gr.), il a une ulcération à chaque point d’inoculation. Le lendemain son poids se relève à 420 grammes et le 30 novembre, sa réaction leucocytaire à pris fin car il a 4.500 globules blancs par mm .
En résumant cette première observation, nous constatons qu'à chaque numération il y a hyperleucocytose, légère mais constante ; un deuxième fait à signaler, c’est que l'animal n’était pas vacciné suffisamment lorsqu'il a reçu une première dose mortelle de 2 mgr., nous n’en donnons comme preuve pour le moment, que le fait de l’amoindrissement du poids de
l’animal (395 gr. au lieu de 430 gr.). Cette dose mortelle a donc servi à le vacciner davantage, les globules blancs ont augmenté encore (11.000 et 10.000).
2° Exemple. — 1e cobaye (A) 575 gr.) recoit, le23 décembre 1893, en injection, 0,015 d’abrine:ila, à l’état normal, environ 3000 globules blancs; le 26 décembre, 0, 072 d’abrine pure. Le 28 décembre, son poids a augmenté (660 gr. au lieu de 575 gr.) et il a 8,000 globules blancs par cc.: le 30 décembre 9,000. À ce moment les ulcérations dont il est atteint nous obligent à interrompre les injections ; le 9 janvier 1894, il n’a plus que 535 gr. (au lieu de 660 gr). Ce n’est que le 17 janvier qu'il reçoit 0m 1 d’abrine. Le 20 janvier, il pèse 495 gr. puis 530, 540 gr., 570 gr. le 9 février ce qui nous autorise à lui injecter Ov 5 d’abrine :
Dans cette observation c’est le début des injections que nous avons étudié au point de vue leucocytaire. Nous avons constaté également une hyperleucocytose, semblable au cas précédent (de 3,000 le nombre de globules blancs s'élèvent à 8,000 et 9,000). !
Un fait digne de remarque, c’est que les animaux en vaccination, tant qu'ils sont sous l'influence de la toxine, se maintiennent en hyperleucocytose légère ; nous aurons l’occasion de constater que, dès qu’ils sont réellement vaccinés, ils réagissent peu ou presque pas, tout en se maintenant au dessus de la moyenne.
3 Exemple. — Une souris (Bl) en vaccination depuis le 16 décembre 1893, qui avait absorbé environ 0218 d’abrine, a, le 6 janvier 1894, 9,500 globules blanes (4,000 globules chiffre normal). Le 7 janvier, 10,000 et 7,500.
$ 2. — Vaccin
L'animal vacciné qui subit l'expérience d’une dose mor-
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telle avec un témoin, réagit différemment suivant qu'il est plus ou moins vacciné. A la première expérience, les modifications du nombre des leucocytes se rapprochent de la période de vaccination ; il y a une légère hyperleucocytose qui peut se prolonger plusieurs jours ; à la deuxième et surtout à la troisième, quand l’animal est déjà fortifié contre la toxine, il ne réagit presque plus et se maintient à un chiffre un peu plus élevé que normalement.
Premier exemple. — Nous reprenons, ici encore, l’histoire de notre cobaye J.
Le 23 novembre 1893 il reçoit, pour la première épreuve, en commun avec un témoin (N. 420 gr.) 2 mgr. d’abrine,
dose relativement forte puisqu'elle a tué le témoin en 36
heures. Il avait eu l’avant - veille 8,000 globules blancs alors
que le témoin en avait 1,000. Après l'injection, le 23 novembre, son hyperleucocytose se manifeste par 11,000 globules blancs (le témoin en a, au contraire, 3,500 seulement ! ). Le 24 novembre, J en a encore 10,000, son sang n'est plus examiné que le 30 novembre (7 jours après l'injection), il est alors normal (4,250 leucocytes).
Deuxième exemple. — Le 26 décembre 1893, J (425 3,500 globules blancs) paraissant capable de supporter une nouvelle dose mortelle, recoit {mgr. d’abrine pure à 4 heures du soir ; à 6 heures soir il a 6,200 et à 9 heures soir 6,500 globules blancs. |
Le lendemain 27 décembre, à 8 h. matin, son hyperleucocytose est plus marquée (17,000 leucocytes par mm}, mais à 3 h/1/2 soir, elle diminue déjà (8,000 globules blancs), le lendemain 10,000 leucocytes et le 30 décembre (4 jours après l'injection) il revient presque à la normale (6,000 globules). Le témoin était mort en quarante heures.
Chatenay. — 3,
L. injection après 9 b. 13 h
de 2 mgr. 6 h. 1/2 10.000 7.000 5.000 6.000 7.000 7.000
Ici nous remarquons que le vacciné réagit moins puisqu'il n’a qu’une seule fois 20,000 globules, alors qu’à la précédente expérience il est monté 16 heures après l'injection à 17,000 leucocytes, mais voyons une dernière observation concernant ce cobaye (J) qui parait amener à une conclusion évidente.
4 expérience. — Au lieu de 1 mgr. ou 2 mgr. comme auparavant, il recoit 4 mgr. d’abrine. Nous avons eu soin de compter le nombre de ses leucocytes chaque jour, depuis le 29 février jusqu'au moment de l’expérience, 3 mars; durant ces trois jours, il varie entre 5,000 et 7,500 globules. A 11 heures du matin. il est inoculé de 4 mgr. en même temps qu’un témoin. Une demi-heure après, il a 7,500 : puis à 2 heures soir, 8,000 à 3 h. 1/2, 9,000; l'hyperleucocytose est faible, mais se manifeste néanmoins; à 3 h. 1/2 soir, il revient à 7,000, puis 5,000. Le 4 mars, à 10 h., le témoin est mort depuis 2 heures ; J. (vacciné) à 5,000, puis 7,000 à 3 heures : alors apparaît une escharre au point inoculé ; l’animal réagit encore; il a, en eflet, le 5 mars, à 9 h. soir, 9,000 globules, puis 7,500 le lendemain.
Voilà, semble-t-il, un résultat qui permet de vérifier pour l’abrine, déjà, le bien-fondé de notre remarque, que plus animal est vacciné, moins il réagit leucocytairement ; il y a toujours une légère éléyation, mais de courte durée ; elle se reproduit au bout de 2 à 3 jours, mais avec le même degré.
5° expérience. — Par contre, si l'animal en vaccination
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est éprouvé trop tôt; ou qu’il reçoive une très forte dose pour la 1" fois, il réagit positivement (en hyperleucocytose). Tel est le cas pour le cobaye À qui, vacciné dans la période du 23 décembre 1893 au 16 février 1894 avec un total de 0®879 d’abine pure, reçut en une fois 5 mgr. le 27 mars.
27 mars.
Dih-S:
Cob. A, 555 gr. ._ il reçoit 4 h.s. he 18:
gr.). 1‘ jour
29 mars. 90 31 10 D. m, 4h. 1/2 d hs:
lei l’hyperleucocytose est régulière, ascendante puis descendante progressivement. Bien différent est ce tableau de celui de l’animal témoin, dont les réactions sont plus faibles et plus tardives. L’hyperleucocytose s’explique, d’une part,
parce que l’animal a reçu pour la 1° expérience une très forte dose (5 mgr.), et d'autre part, parce qu'il a été éprouvé trop tôt, n’ayant reçu que 0"89 en tout.
Les réactions leucocytaires sont différentes suivant que l'animal succombe rapidement (en moins de 24 heures) ou résiste 2 jours ou plus ; dans le 1% cas il n’y a pas de résistance des leucocytes, qui fuient devant l’envahisseur : on constate alors une hypoleucocytose ; dans le 2me cas au contraire, il y a une légère résistance suivie d’un abandon
des globules blancs; puis, ceux-ci reviennent en nombre et luttent, mais pour succomber en fin de compte; ilya
ainsi une série d’oscillations jusqu’à la fin. Malheureusement nous n’avons pas d'exemple frappant de mort rapide par intoxication d’abrine (pas plus que pour la ricine) et nous n'avons pu réussir à tuer en moins de 24 heures. Nous choisirons, du moins, les observations qui se rapprochent le mieux des desiderata.
1x.Exemple. JS (vacciné) et J? témoin.
3 mars. & mars.
M h. IhA4/2 2h. 3h.1/25h.1/28h.1/2 10 h.
matin matin soir soir soir Soir / matin
J.7.500 gl. mere 7.500 8.000 9.000 7.000 5.000 5.000 Je. 42.500 su. 12.500 9.000 9.000 8.500 7.500 mort.
(à jeun).
2%e Exemple. — Le cobaye J® pesant 515 gr., le 4 mars, a 10 heures, 95900 globules blancs et le lendemain le même nombre de leucocytes, à 3 heures il reçoit 3 mgr. d’abrine (2,88) et voici le tableau de ses réactions :
5 mars.
3 h.s. Jh1/226; 4 h.s. 5 hpr1/28:::9 h. 41/27. 5.500 injection. 5.500 8.000 4 500
Ë 6 mars. 7 mars.
{h.1/2s: 3h.1/2s. ACER 5H. 1/28. 9h.1/2s. matin.
mort
1° jour
Ici la mort ne s’est produite qu’au bout de 36 à 40 heures; il y a tentative de résistance, mais irrégulière, inconstante ; 1 après une légère hyperleucocytose dès les deux premières heures, il y à 4 heures après, hypoleucocytose puis assez forte hyperleucocytose qui se renouvelle un peu plus forte avec des intermittences. La ligne brisée qui représente graphiquement l’ensemble des réactions leucocytaires pendant ces deux jours rappelle les oscillations d’une
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boussole aftolée tandis que chez le vacciné, chez le survivant il y a une ligne droite, régulièrement ascendante qui, prolongée, forme un angle obtus pour représenter la
- diminution progressive de l’hyperleucocytose.
Quant aux modifications leucocytaires qui concernent des animaux témoins intoxiqués d’abrine et morts entre le 2 et le 4 jour, nous avons remarqué qu’on peu les résumer ainsi : plus la mort sera rapide (au delà de vingtquatre heures), plus sensible sera l’hypoleucocytose du début et plus tardive sera l’hyperleucocytose, qui est toujours plus forte que chez les vaccinés et plus lente que chez ceux qui résistent. |
J5 témoin (515 gr. à 5.500 globules blancs) reçoit le 5 mars, à 3h. 4/2 du soir, 4 mgr. d’abrine-en injection.
5 Mars 3h.Ss. 3h.1/2s. 4%h.1/2s., 5h.1/28. 8h 4/25. 9hn 14/21; 5.500 gl. Injection 7.000 8.000 5.500 4. 500 de #4 mgr. / d'abrine. !- 6 Mars F5 7 Mars M h. mn 1H1/28 8hU/2s 3h. 9 h.s. Matin 44 000 15.300 10,500 18.000 45.000 Mort
Chez le vacciné J. nous avons constaté déjà 5 heures 1/2 après l'injection une tendance à l’hyperleucocytose (900 au lieu de 7.500) ; ici, 5 heures 1/2 après, le nombre n’a pas varié (5.500) après s’ètre un peu élevé, pour redescendre légérement, il est vrai (4.500).
2e Exemple.
Abr (Cobaye témoin).
12 Janvier 1894.
5.000 9h.m 1b.s. gba 6h. s. Injection 15.500 7.000 2 cc. 2 mgr. L'hyperl est.
d'abrine. manifeste
TIR
13 Janvier 14894 1% Janvier 1894 9h. s: 11 h. m. D'UUSE 8 h. m.
11,000 4.500 10 500 2.000 Mort.
Cette expérience suffit à démontrer l’oscillation de la leu-
Cocytose Chez l'animal qui succombe: Ici encore le graphique représenterait une ligne brisée. Ilest regrettable de n’avoir pas le nombre des globules blancs, au moment de la mort, mais nous verrons aux Conclusions que le résultats général de nos recherches révèle une forte hyperleucocytose qui peut être interprétée de diverses manières. On peut, semble-t-il, facilement concevoir que les globules blancs sont appelés de toutes parts à éliminer les substances toxiques qui ont envahi les organes mais que leurs eftorts sont inutiles ou du moins trop tardifs. C’est une leucocytose derésorption comme nous l’avons vu aux considérations générales sur la leucocytose de l’agonie.
Résumé. — Si nous voulons essayer de réunir les divers éléments du problème pris vis à vis de la toxine végétale, l’abrine, nous ne pouvons mieux le faire que sous forme de graphiques représentant les 3 types que nous avons décrits jusqu’à présent.
ABRINE
COBAYE EN VACCINATION
COBAYE VACGCINÉ RECEVANT DOSE MORTELLE
1e Graphique représentant la réaction leucocytaire pendant la période de vaccination.
2e Graphique: représentant la réaction leucocytaire de animal vacciné subissant une injection de dose mortelle.
3e Graphique représentant la rèaction leucocytaire de l'animal normal témoin subissant une injection de dose minimale mortelle.
Nous répétons ce résumé pour chaque toxine étudiée, nous y reviendrons au long à la conclusion.
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DEUXIÈME PARTIE Expérience avec la ricine
D’après Kobert, directeur de l’Institut pharmacologique de Dorpat, la ricine est un albuminoïde tiré de la plante du ricin; elle constitue un poison extraordinairement violent, puisqu’une dose de Omgr.03, appliquée intraveineusement, tue un animal du poids de { kilogramme ; par voie digestive, la dose doit être 100 fois plus forte. 0 gr. 18 tue un homme adulte.
Nous avons dit à propos de l’abrine, que certains auteurs comparaient ces 2 substances à un « ferment amorphe » a) par leur parenté avec le groupe des albuminoïdes b). par la propriété de conserver leur virulence en chauffant à 400°, à condition que la chaleur s'élève progressivement et lentement d’abord, et que les substances soient sèehes absoluwment. c) La cuisson de la solution aqueuse leur - nuit rapidement d), la plupart des ferments ne diffusent pas à travers les membranes (la pepsine par exemple).
Quoiqu'il en soit, voici quelques réactions chimiques et physiques de la ricine en solution aqueuse salée à 10 °/ (la mieux appropriée aux injections). Elle se trouble à la cuisson; se précipite par les acides minéraux : azotique, sulfurique, et acide acétique seul, ou additionné de ferrocyanure de potassium elle donne une réaction très sensible avec le biuret, mème à froid. Au point de vue
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physiologique, elle agit moins quand on laisse la ricine séchée, en poudre, longtemps.
Achion sur l'organisme en général. — C'est du côté de l'intestin qu'ont lieu les premières manifestations (intestin grêle). La congestion de ces viscères est accompagnés de grandes ou de petites ecchymoses, d’ulcérations souvent étendues (de la muqueuse stomacale par exemple), ou des érosions. Anurie; quelquefois des convulsions, mais le plus souvent du coma, de la somnolence; enfin un épuisement général. Il peut se produire aussi une embolie cérébrale. |
La toxicité varie suivant l’espèce animale et même suivant des individus d’une même espèce.
Symptômes chez l'animal. — On constate une diarrhée très forte et une prostration générale ; on se trouve quelquefois en présence d’un véritable état cholérique.
À l’autopsie d'animaux intoxiqués par la ricine, on constate, comme pour l’abrine, une congestion intense des vaisseaux de la paroi et de la cavité abdominale ; alors on retrouve dans les intestins une séro-sité contenant des grains de riziformes. Les viscères sont parcourus de vaisseaux nombreux et hypérémiés.
La vessie est remplie de liquide. Le foie toujours gros, tandis que la rate semble un peu diminuée de volume, quelquelois beaucoup. (Mème remarque que pour l’abrine, et que pour les toxines bactériennes et animales).
CHAPITRE II
Vaccination
Les mêmes remarques sont à faire pour la ricine que pour l’abrine délicatesse de la vaccination, temps incertain au bout duquel la vaccination est acquise; cependant il semble qu'avec l’emploi de doses moindres, répétées à des distances prolongées, on arrive plus sûrement et plus rapidement à une accoutumance de la dose mortelle pour cette toxine végétale que pour la précédente. Une souris blanche a succombé six jours après l'injection sous-cutanée de Omg005 de ricine, tandis qu’un cobaye de 250 gr. doit recevoir une quantité dix fois plus forte (0mg05) pour être tué. Pour l’abrine nous avions fixé approximativement la dose de Om1i comme mortelle pour le cobaye; il va sans dire, et nous tenons à le répéter, que la limite de ces chiffres est élastique et peut varier du simple au double pour une même espèce animale, l importance de la réceptivité de l’organisme se manifeste ici avec évidence.
Pour nous mettre à l'abri de ces difficultés de cette variabilité quantitative, nous avons vacciné nos animaux en employant des doses très faibles au début pour n’augmenter que lentement et sans suivre une proportion mathématique ; nous rappellerons à ce propos un exemple typique.
Le cobaye R pesant 575 gr. le 9 janvier 1894 reçoit le lendemain en injection sous-cutanée 0 mgr. 005 et le 17 seulement 0 mgr. 0075 de ricine pure; le 19, il à 585 gr.
et une eschare au niveau du point d’inoculation parce qu'il résiste ; il augmente encore de poids les jours suivants (620, 600 gr.) et le 1% février, soit 23 jours après la première et 15 jours après la seconde, il reçoit 0" 015; le 9 février, 0 gr. 0375, son poids varie de 640 à 620 gr. en sorte que le 16 février, nous pensons lui injecter une dose plus forte mais, grâce à une confusion de flacons, reconnue au moment de transcrire le détail de nos manipulations de la journée, nous lui injectons 1 mgr. de ricine au lieu de 0" 1 que nous envisageons comme une quantité 2 fois mortelle. À ce moment, les eschares s'étant détachées, il y avait quelque chance de conserver l’animal malgré l’excessive intensité de l'injection, à la condition, toutefois, qu'il fût vacciné par les quatre premières doses faisant un total de 0 mgr. 065. De 0 mgr. 065, nous avons sauté brusquement à 1 mgr. (involontairement, d’ailleurs), soit à 15 fois plus ; l’espace entre la première et la dernière dose n’est que de 37 jours.
L'animal n’était pas suffisamment vacciné, car il réagit fortement le lendemain, ayant 12,000 globules blancs par millimètre cube, le 19 (3 jours après), 9500, puis 8500, et les jours suivants il revient à la normale avec 4500 et 0000 globules blancs (puis 675 gr. au lieu de 620 le 16 février, jour de l'injection).
Cette expérience tendrait à prouver que les leucocytes et les autres cellules de l'organisme qui entrent en cause ne s'accoutument pas proportionnellement d la qualité mais n’exigent que d’avoir été mis en contact avec une parcelle de la
toxine pour savoir lui résister victorieusement ensuite. Nous -
n'insistons pas sur ce fait important qui est isolé dans nos observations et qui a besoin d’être répété pour valoir d’être discuté utilement,
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EXAMEN DU SANG
PENDANT LA VACCINATION
Parallèlement aux résultats obtenus avec l’abriné, nous citons quelques exemples concluants d’uneréaction leucocytaire toujours positive (hyperleucocytose), modérée et prolongée durant la période de vaccination ; nous avons un moyen infaillible de savoir que l'animal résiste, c'est la présence d’indurations suivies bientôt d’ulcérations et d’escharres, au point d’inoculation ; dans tous les cas, nous avons constaté la survie de l'animal, coincidant avec une hyperleucocytose légère, constante d’une part et une action locale, ou plutôt une réaction locale (ulcération, escharre) ; l'épilation a lieu en même temps, mais ne dure pas après la chute de l’escharre.
1 Exemple. — Déjà cité ; celui du cobaye R qui a 7000 globules blancs, le 9 janvier 1894: recoit la première injection (0,005) le 10 janvier, nous n'avons pu faire sa numération pendant plusieurs jours à cause d’autres expériences en irain, mais le 17 février, le jour après l'injection de 1 mg de ricin (voir page 34) il a 12,000; puis 9.500, 8,500 et 5,000 ; les 19, 20 et 21 février, le 22 et le 93 il varie entre 5,000 et
4,500 gl., ce n’est que le 6 mars (17 jours après l'injection) qu'il arrive à 4000.
Deuxième exemple. — Cobaye Pe:
28 mars 29 30
LOS mr he) NOIRS:
9.000 gl. 1" dose 7.000 7.500 13.000 6.500 (530 g.). 20 mgr.03
de Ricine.
2 avril 3 avril 5 avril
10h.1/2m 6.000 ilreçoit 10h.3/4m 2h.s. 10h.1/2m 4h. A/2°S: OPTIRS 7.500 8.500 17.500 9.000 10.000
D'après les recherches précédentes, le chiffre normal deS leucocytes de Pe oscille entre 7,000 et 4,500 (pris en pleine digestion et à jeun); il y a donc plus qu’une réaction normale, physiologique ; du reste le fait constant qui se produit après chaque injection nouvelle et plus forte, doit être signalé.
CHEZ L'ANIMAL VACCINÉ
Nous transcrivons simplement le tableau du cobaye R, qui, vacciné, a subi le 7 mars 1894, une injection de 4 mgr. de ricine en même temps qu’un témoin; et au-dessous, un second tableau représentant les réactions leucocytaires du même cobaye R, subissant une nouvelle expérience avec un
autre témoin. | ÿ 5 mars 1894 \ 6 mars 1894 7 mars 1894 | ! à 4h.s. 8 h.s.
R.(675gr.)a4.500g1.6 3.500 el. 4.500 gl. il reçoit (660) (685) CCE 8.000 4 mer. de R.
8 mars 9 mars 9h Van 40 A2 manne: kh.1/2s. 9'h.’7s:
11.500 9.000 8.500 4,500 7.000 7.500 et 8.000 (640) il tend à il est revenir à la abattu. sNeUT normale.
Observation : 1° l’hyperleucocytose a marqué son maximum 17heures après l'injection; 2° sa marche est régulière en hausse et en baisse; et 3° après un stade normal 24 heures: après l'injection, l’hyperleucocytose reprend un peu, graduellement,
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tandis que chez le témoin elle agit par soubresaut, comme nous le verrons.
2e expérience avec le même cobaye R, $ 3. - ANIMAL TÉMOIN,
Prenez la contre-partie des graphiques précédents : au lieu d'en faire la description du vacciné, voyons ce que fait le témoin, qui reçoit 4 centigr. de vaccin, dose sûrement mortelle (20 fois nuisibles).
1% Exemple.
Un Cobaye Re de 565 gr. a entre 4.500 et 6.500 gl. bl. normalement les 6 et 7 Mars.
7 inars le 8 4 h.s. 6 h.s. SheSma 10h 42m IE D Se 6.500 4 mgr. 5 000 1% 500 15.500 11.500 (510 gr.) de Ricine HE 1/2; m: 2 h:s. Lh:A/2s 207 9! Jih:4/2"s.1 10m av: 17.500 17.500 19.000 15.500 16.500 la mort 24 h. ap.
Observations : 1° Il y à une lacune entre 6 heures soir le 7 mars et 9 h du matin le 8 mars ; il s'agissait de savoir si l’hypoleucocytose qui se dessinait à 6 heures du soir, s’est accentuée à 9 heures du soir (l'exemple suivant le comble) ; 20 Quoiqu'il en soit, on voit qu'après une légère hypoleucocytose (au lieu de l’hyperleucocytose du vacciné) il y a une hypereucocyte qui s’accentue avec des soubresauts jusqu’à la 24° heure pour se maintenir; 3, un peu diminuée jusqu’à la mort qui a lieu en hypoleucocytose. C'est donc toujours, traduit sur un graphique une ligne brisée qui indique qu’il y a tentative de lutte puis qu’il y a eu une résistance de 29 heures, mais la résistance ne s’est pas maintenue (au moment de la mort, l’hyperleucocytose est plus faible que 5 heures auparavant).
9° Exemple. — Cobaye de 590 gr. (NB) à 7500 globules blancs normalement (aux examens faits deux jours de suite) et après l'injection de 4 milligrammes de ricine, il
réagit comme suit:
28 mars le 29 le 30 le 31 7.500 kh.s. J'hesal 0 0 A7RES LU DRE: 7 h. m. &mgr. de 5.000 11.000 15.000 19.500 mort 3 b. après
Ricin
Ici encore, il y eu une légère hypoleucocytose, d’abord puis hyperleucocytose. La réaction favorable : ne s’est produite que 18 heures après l’intoxication. La ligne brisée est de nouveau la démonstration graphique de la réaction.
3° Exemple. — Voici un cas sur lequel nous tenons tout particulèrement à attirer l’attention, car il est caractéristique. Nous avons injecté à un cobaye neuf (NBJ) du poids de 500 gr. la dose minimale mortelle (0®1 de ricine) et voici la façon dont il a réagi.
31 mars.
dOrhms Mn a ODA bem A2) EMI NIPSS: 12 h. m.
6.500 ilreçoit 20.000 22.000 28.000 15.000 mort (44 h. ap.) 0 mgr. 1 de Ricin :
Quoiqu'il manque une numération entre quatre heures du soir et neuf heures (dans l’intervalle de cinq heures), on constate que, cinq heures après l’injection, il y a une forte hyperleucocytose et voyant celà, nous pouvions penser que l'animal résistait, mais déjà, à neuf heures soir, le lendemain, l’hyperleucocytose diminuait dans la proportion de 28 à 15 (de 2 à 1) dans l’espace de sept heures. C’était un indice défavorable et, en effet, l’animal succomba le lendemain en 44 heures. Si on compare ce tableau au précédent, on voit que, pour deux cobayes d’un poids à peu près égal, l'injection de doses mortelles, variant l’une
AQU
vis-à-vis de l’autre dans le rapport de 1 à 40, amène la mort 39 et 44 heures après l'injection, soit à peu près aussi en même temps, tandis que les réactions leucocytaires sont différentes au début tout au moins.
Chez le cobaye le plus intoxiqué, il y a d’abord hyperleucocytose, la grande quantité de poison qui circule dans le système vasculaire éloigne les leucocytes et ceuxci n’interviennent que plus tardivement (alors inutilement) ; chez le cobaye le moins intoxiqué, il y-a tentative de lutte (hyperleucocytose manifeste), mais elle est vite abandonnée, et de 28.000, les globules blancs tombent à 15.000. Leur résistance est vaincue. |
Toute autre est la réaction chez le cobaye vacciné qui survit à la dose (une ou plusieurs fois) mortelle ; elle est plus lente, plus régulière et plus persistante; c'est ce dernier caractère qui semble être le plus important pour le maintien de la vie, car nous devons le rappeler encore ici, l’'intoxication végétale par l’abrine et par la ricine, comme celle due à ses produits microbiens (diphtérie, tétanos), exige toujours un temps plus ou moins long d'incubation, Or, pour que l'organisme se défende avantageusement, il faut qu’il le fasse de bonne henre et longtemps: la persévérance dans la lutte phagocytaire est indispensable pour la résistance ; c'est, du moins, ce que nous révèle très clairement l’étude de faits précédents.
. &e exemple: Un cobaye neuf de 570 gr. reçoit le 3 avril 20 mgr. à neuf heures trois quarts du matin, soit une dose deux cents fois mortelle, malgré cela, l’animal survit plus de douze heures, puisque, à neuf heures, il était encore en pleine vie:
Chatenay. — 4.
en 34m. |
; Observation : :
40 h. rm _inject On
40 ie 3.500
; 1° Un. quart d'heure après l'intoxication a si ‘t£ ges a une légère bypoleucocytose puis progressivement, fi 6 heures ue heures après) une forte hyperleucocytose
TROISIÈME PARTIE Toxine diphtéritique
Historique. — MM. Roux et Martin, après avoir confirmé les recherches de Lôffler sur le bacille de Klebs, sur sa spécificité, après avoir étudié ses diverses actions et réactions sur l’organisme envahi, sont arrivés à la découverte importante, fondamentale, du poison contenu dans les cultures de ce bacille, poison qui, selon les doses auxquelles on l’injecte, tue rapidement les animaux ou leur donne des paralysies, sans l'intervention de microbes vivants. Ces recherches ont une portée si générale que nous croyons devoir les exposer brièvement, en résumant l'article publié par MM. Roux et Mertin, dans les Annales de l’Institut Pasteur de décembre 1888. N'ayant pas à nous occuper du bacille de Loffler, nous négligeons la première partie, qui a trait à ce microbe, et où est étudiée à fond sa séparation, où sont analysés minutieusement ses caractères, sa culture sur les divers milieux, son action sur les divers animaux ; nous ne pouvons non plus insister sur la découverte importante qu'ont faite ces habiles expérimentateurs, à savoir que l’on ne trouve l'agent pathogène que dans les fausses membranes et qu'il est absent du sang de personnes qui ont succombé à cetté maladie. Même au point d’inoculation, les bacilles, après avoir pullulé, diminuent au moment de la mort de l’animal,
Symplômes chez l'animal. — Le troisième chapitre de l’importante publication que nous analysons a trait aux paralysies diphtéritiques obtenues expérimentalement sur des animaux inoculés du bacille de Klebs Loffler, que l'injection ait eu lieu dans le pharynx et la trachée, ou intraveineusement. La paralysie peut se produire chez les lapins qui résistent aux accidents immédiats, et apparaît vers le sixième jour par ‘exemple, commencant à se manifester aux pattes de derrière; puis la paralysie progresse et l’animal meurt; souvent, la paralysie débute par de la faiblesse musculaire généralisée, puis lés mouvements du train postérieur sont arrêtés ; seulela mobilité des pattes de devant est conservée; un groupe de muscles peut être frappé tout. d’abord (muscles des membres ou du cou).
La mort n’est pas la suite infaillible de la paralysie; par
exemple, chez le pigeon, il y à guérison, bien plus fréquem-
ment que Chez le lapin. € L'existence de ces paralysies, à la
suite de l’inoculation du microbe de MM. Klebs ét Loffler, complète la ressemblance de la maladie expérimentale avec la maladie naturelle, il établit d’une façon certaine le rôle spécifique de ce bacille. »
Messieurs Roux et Yersin ont bien démontré que le bacille déphtérique ne pullule pas dans les organes des personnes ou des animaux atteints; nous ne le trouvons que dans les fausses membranes, ou au point d’inoculation. Et pour expliquer l'infection générale, ils ont admis la sécrétion par le bacille d’un poison trés actif se répandant dans l'organisme. Ce poison ou toxine diphtéritique a été mis en évidence par eux de la facon suivante:
Préparation de la toxine. — Ici nous citons textuellement.
te Filtrines sur PONS une culture dans du bouillon de
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veau, après qu'elle est restée 7 jours à l’étuve; tous les microbes sont retenus par le filtre et le liquide, obtenu est parfaitement limpide et légèrement acide. Il ne contient aucun organisme vivant, laissé à l’étuve il ne se trouble point; ajouté à du bouillon alcalin, il ne donne pas de culture
introduit aux doses de 2 à 4 cc. sur les grands animaux, il ne les rend pas malades. Il n’en est plus ainsi si on emploie des doses plus fortes, si l’on injecte par exemple, 35 cc. dans la cavité péritonéale d’un cobaye ou dans les veines d’un lapin. Immédiatement après l'opération Le cobaye paraît bien portant, mais après 2 ou 3 jours son poil se hérisse, il ne mange plus, un écoulement sanguinolent se produit quelquefois par l’urèthre, la faiblesse de l'animal va en augmentant, sa respiration devient irrégulière, et-il meurt le cinquième ou sixième jour. A l’autopsie, les ganglions des aisselles et des aines sont
‘ congestionnés, tous les vaisseaux sont dilatés, surtout ceux
des reins et des capsules surrénales, l’urine est parfois sanglante, il y a des ecchymoses le long des vaisseaux et les plèvres contiennent un épanchement séreux. Les accidents qui suivent l'injection de ces produits diphtéritiques solubles varient en intensité selon la dose du poison contenu dans la culture. »
Virulence de la toxine. « Nous avons vu chez un cobaye de la dyspnée survenir le cinquième jour après l'injection et persister pendant toute une semaine. La respiration était seulement diaphragmatique et saccadée ; lorsqu'on forcçait l’animal à courir, l'oppression devenait si forte qu’il tombait
| presque asphyxié. »
«Les symptômes de paralysie ne tardent pas à se montrer chez les lapins qui ont reçu cette mème dose de 35 cc. de liquide filtré dans les veines. Le 4° ou le 5° jour, quel-
quefois plus tard, de la faiblesse musculaire survient dans le train postérieur, elle s’étend à tout le corps et l’animal devenu subitement paralysé, succombe rapidement. »
€ Dans les cultures plus anciennes, le poison diphtéritique est plus abondant et les effets de l'injection du liquide filtré Sont plus rapides. Un lapin qui reçoit dans les veines 35 ce. du liquide préparé avec une culture agée de 42 jours ne paraît éprouver aucun malaise pendant les deux premières heures qui suivent l'opération. Plus tard il devient inquiet ; les muscles de son abdomen semblent relâchés, il se couche fréquemment, le ventre appliqué sur le sol de la cage, pour se relever bientôt ; il rend des excréments mous et parfois est pris d’une diarrhée profuse. La respiration devient anxieuse, irrégulière. L'animal est faible, il tremble sur ses paties, ne peut plus se mouvoir, et meurt sans convulsions après quelques hoquets. Toute la scène s’est déroulée en 5 ou 6 heures. A l’autopsie, on trouve que le sang est
mal coagulé et que les intestins sont distendus par un.
liquide diarrhéique; chez le cobaye, l’autopsie révèle la même congestion Caractéristique en viscères (reins et capsules surrénales)...... »
€ Quand les cultures du bacille de la dyphtérie sont surchargées de produits toxiques, il n’est pas besoin, pour observer ses eftets sur les animaux, d'employer de si fortes doses et de recourir aux injections dans les veines ou dans le péritoine. Introduisons sous la peau d’une série de cobayes des quantités de liquide toxique débarrassé de microbes, variant de 1/5 de ce. à 2 centimètres cubes et comparons les effets de ces injections à ceux de l’inoculation d’une culture fraîche de bacille de Klebs pratiquée sur des cobayes témoins. Tous les animaux qui ont reçu le liquide filtré présentent bientôt un œdème au point d'injection, tout comme
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les témoins en ont un, au lieu d’inoculation ; ils sont bientôt hérissés et ont la respiration haletante comme ceux qui ont recu la culture vivante. Ils meurent comme eux, sans que pendant tout le temps de l'expérience on puisse saisir une diflérence dans l'attitude des uns et des autres. Les cobayes auxquels on a donné le plus de liquide toxique, meurent en moins de 24 heures, les autres en 48 heures ou en trois jours, selon les doses reçues. Les lésions sont identiques.»
« L’injection aux animaux de doses variables du poison soluble de la diphtérie, nous a montré les diverses formes de l’'intoxication diphtéritique, depuis celles qui amènent la mort en quelques heures, jusqu’à celles qui, au bout d’un temps plus ou moins long, se traduisent par des paralysies mortelles ou susceptibles de guérison ».
« Ces manifestations tardives sont très intéressantes, et si quelque jour on est conduit à un emploi des matières solubles élaborées par les microbes, dans un but prophylactique, il ne faudra pas perdre de vue cette possibilité d’une action dont les eftets ne se verront que plus tard. Pour l'emploi de ces substances il ne sera pas suffisant d'établir quelle est la tolérance immédiate du sujet auquel on les administre, mais il faut aussi songer aux eflets à longue échéance ».
Nature de la toxine. — « Quelle est la nature du poison diphtéritique ? Est-ce un alcaloïde ou une diastase ? Nous sommes encore trop peu avancé pour répondre à cette question, nons nous contenterons de rapporter. quelques faits qui tendent à l’éclaircir. L'activité de la matière toxique est très diminuée par la chaleur. Un liquide dont 2 cc. injectés sur la peau tuent un lapin, ne cause: plus aucun mal, même injecté dans les veines, à la dose de 35 cc., s’il a été chauffé préalablement à 100 pendant 10 minutes.
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« Conservé à l'air, le poison diphtéritique paraît perdre assez vite ses propriétés toxiques : il les garde au contraire s’il est placé dans des tubes clos à l'abri de l’air et de la lumière. La filtration sur porcelaine est le procédé qui permet le mieux de séparer le liquide de culture du bacille et qui altère le moins ses propriétés toxiques. Bien que nous n’ayons pas isolé la substance active des cultures de diphtérie, il nous semble que la manière dont -elle se comporte à la chaleur et à l'air nous parait la rapprocher des diastases.
CIE est très difficile d'isoler à l’état de pureté ce poison comme les diastases en général, qui sont accompagnées de substances étrangères, mais quelques chiffres suffiront à faire constater. l’activité toxique du poison diphtéritique. Un centimètre cube de liquide évaporé dans le vide donne un centigramme de résidu sec, dont on peut défalquer le poids des cendres et la portion insoluble dans l'alcool qui n’a aucune action toxique; il reste un poids de 4/10 de nigr. de matière organique. Il est certain que la majeure partie des 4/10 sont formés de substances autres que le poison diphtéritique. Cette dose Si faible est cependant suffisante Pour faire périr au moins 8 cobaye de 400 grammes, ou 2 lapins de 3 kg. Chacun; le poison diphtéritique, par contre, peut être ingéré inipunément en grande quantité par un pigeon ou un cobaye.
De tout ce qui précède, il nous paraît ressortir que le poison diphtéritique a beaucoup d’analogies avec les diastases, son activité est tout à fait Comparable à celle de ces substances ou encore à celle des venins. Nous n’entendons pas dire cependant qu'il produit des phénomènes d’hydratation semblables à ceux que causent les dias-
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tases : il n’intervertit point le sucré, ne digère point la fibrine. Si nous le comparons aux diastases c'est sans préjuger son action chimique et seulement pour rappeler quelques-unes de ses propriétés; il agit surtout sur les parois des vaisseaux, les dilatations vasculaires, les hémorrhagies, les œdèmes que l’on trouve à l'autopsie des animaux diphtéritiques vont à l'appui de cette opinion. »
VACCINATION
Behring a modifié l’effet toxique du poison diphtérique en recourant à l'emploi de certains corps chimiques de constitution déterminée ; c’est ainsi que le trichlorure d'iode dans une solution de 0,25 ° mélangé à 4 cc. de toxine neutralise son eftet et peut être injecté impunément à un cobaye alors que 1 cc. représente une dose dix fois mortelle ; il y a là une action qui détruit l’eflet du poison, mais ni totale ni absolue, car il y a toujours des manifestations diphtériques prolongées.
D'autres corps agissent aussi dans ce sens ; tels les acides anorganiques, dont l’action antitoxique est moindre cependant; 4 cc. de toxine auquel on ajoute 1 °, d'acide chlorhydrique, donne encore une intoxication chimique. Avec la lessive de soude (2 °/.) le poison est peu modifié, de même qu'avec l’acide carbonique (1 *) et les préparations à base de benzol, d’iodoforme.chloroformeet lessels métalliques. Certaines bases métalliques agissent favorablement comme oxydants. A côté de ces corps et avant eux, il faut citer Île formaldéhyde, dont les propriétés spéciales ont été révélées par 0. Boer. En élevant la température de 50° à 60°, tous ces agents chimiques sont plus puissants, mais Bebring a pu rendre malade un cobaye qui avait reçu 4 cc. de toxine pure après
avoir subi la dose thérapeutique consistant à chauffer pendant une demi-heure à 75° le corps chimique antitoxique. On ne peut pas non plus parler ici d’une destruction totale du poison par la température élevée.
Behring compare le poison diphtéritique atténué soit par la chaleur soit par un agent chimique à une dilution dans l’eau de la toxine pure. C’est ainsi quil constate que la toxine, diluée dans un million de fois son volume d’eau a encore un effet toxique, conservé même avec une dilution au billionième.
Agents atmosphériques. — La température moyenne normale, la lumière du jour, modifient et atténuent la toxine ; bien plus encore en été sous l’action directe du soleil (on a pu injecter 4 Cc. à un cobaye moyen sans le tuer), Behring pense qu’il se passe un phénomène d’oxydation. Le froid n’a pas d'influence , d’où la conclusion s'impose de conserver la toxine, 1° dans un lieu frais ; % à l'abri de la lumière du jour et du soleil.
Procédé de vaccination. — C’est Carl Fränkel qui fit, en 1890, les premiers essais de vaccination des animaux contre la diphtérie. Des deux grandes méthodes de vaccination sorties des travaux de Pasteur, celle par les microbes atténués et celle par des produits solubles, M. Fränkel a d’abord étudié la première. Il ne lui a pas été difficile d'obtenir une atténuation temporaire du bacille de la diphtérie, en ajoutant aux milieux de culture un antiseptique tel que le bichromate de potasse ou le violet de gentiane. Mais celte atténuation n'était pas persistante, et les cultures revenaient presque de suite à leur virulence originelle, Les animaux inoculés mouraient quelquefois avec des retards notables de plusieurs semaines, et même des mois, et quand, après avoir attendu assez long-
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temps pour qu'on pût croire que les survivants étaient à l'abri des atteintes du microbe, on les inoculait avec le bacille non atténué, ils mouraient aussi rapidement que les animaux de contrôle.
Restait alors à essayer au moyen des produits solubles. M. Fränkel n’a rien obtenu avec les préparations de poison diphtéritique qu'il avait faites avec M. Brieger. Ou bien la dose inoculéeétait assez forte pour tuer l'animal, ou bien, quand elle le laissait vivre, elle ne produisait aucun effet, et l’animal, inoculé avec le virus actif, semblait même mourir plus vite que l’animal de contrôle.
Le succès a été un peu plus encourageant quand on à inoculé des liquides de culture stérilisés par un passage à travers un filtre Chamberland ou un chauffage d’une heure à 55°. Parmi les animaux qui avaient résisté à cette inoculation, après une réaction locale plus ou moins marquée, il y en avait qui, inoculés par le bacille virulent, ne succombaient qu'après 3, 4, 6 ou même 9 jours, alors que les animaux de contrôle mouraient en trente et trente six heures. Mais de ce côté, là encore, aucun succès assuré. Le résultat devint meilleur avec des bouillons de culture chaufiés à 100, et désormais dénués de virulence. Les cobayes qui avaient reçu sous la peau de l’abdomen, 1(cc, de culture stérilisée, pouvaient supporter une inoculation virulente, et le plus grand nombre mouraient après un temps assez long, jusqu'à vingt jours après l'infection.
Enfin il n’y a presque plus rien à désirer quand on se sert comme vaccin d’un liquide de culture chauffé une heure à 65-70. « Dix à vingt centimètres cubes, suivant la grosseur de l'animal, d’un bouillon de culture du bacille diphtéritique âgé de trois semaines, et traité comme aous venons de le dire, sufiisent, lorsqu'ils sont injectés sous la peau de
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l'abdomen d’un cobaye, à lui conférer limmunité contre l’inoculation ultérieure du bacille le plus virulent. »
Il y à pourtant une condition : c’est que l’inoculation d’épreuve soit faite, au plus tôt, quatorze jours après'la vaccination. En deçà de de cette limite, l’inoculation d’essai est d’autant plus meurtrière que l’on à opéré plus tôt. Mais au delà on n’& au point d’inoculation du bacille virulent, qu’une réaction locale faible ou nulle. Ajoutons que cette vaccination n’est efficace que contre l’inoculation Sous-cutanée du virus, car une femelle vaccinéé a succombé à une diphtérie vaginale provoquée par la méthode de Lofiler.
Behring et Wernicke entreprirent, en 1891, des nouvelles expériences en associant aux injections de cultures de bacilles ou de cultures filtrées de bacilles de la diphtérie, des substances chimiques, telles que le trichlorure d’iode, (comme pour la toxine tétanique). Ce mélange peut conserver au moins deux jours, au plus quatre semaines, son activité qui, en disparais-
Sani, rend Ja toxine ausei virulente qu'auparavant : C’est bien la preuve qu'il n’y a pas ici une altération de la toxine: comme nous l'avons indiqué plus baut; ils ont réussi à vacciner ainsi des moutons et des cobayes. A Ceux-Ci, ils ont introduit en outre, pendant longtemps, la toxine diphtéritique dans l’estomac: la dose doit augmenter progressivement et être plusieurs fois plus forte que celle qui, pour le Cobaye et par la voie Sous-Cutanée, serait mortelle. Si le poids diminue, ou interrompt pour reprendre ensuite.
Un autre procédé employé chez le cobaye, avec succès, consiste à injecter le précipité formé par le phosphate de chaux, imprégné de la culture virulente filtrée. Injectée sous la peau d’un cobaye, une quantité très faible de ce mélange (0 g. 005), produit une inflammation très vive qui s'étend à toute la paroi abdominale; elle disparaît au bout de 8 jours ;
S 1. CHEZ L'ANIMAL EN VACCINATION
Ce paragraphe manque dans nos notes, Car nous n'avons pas essayé de vacciner d'animaux contre la toxine diphtérique. MM. Roux et Martin ayant bien voulu mettre à notre disposition un lapin vacciné depuis plusieurs mois, éprouvé à diverses reprises, nous avons PU, grâce à cette faveur pour laquelle nous tenons une fois de plus à exprimer notre reconnaissance à M. Roux, et à remercier son aimable préparateur, nous avons dü commencer de suite nos recherches, en comparant les réactions leucocytaires dans le cas d’une injection mortelle à un témoin et au vacciné.
Nous avons pourtant à citer ici une expérience qui, si elle nest pas complète, n’en est pas moins une preuve que la toxine diphtérique agit comme celle que nous avons déjà étudiée et que pendant: la vaccination, l’hyperleucocytose du sang pronostique un résultat favorable.
Un cobaye de 445 gr. destiné à être sacrifié, reçoit 1 ce. de toxine diphtérique qui avait séjourné quelques jours à la lumière et nous fûmes bien surpris de trouver les nombres suivants de leucocytes aux intervalles indiqués:
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20 Mars 1894
injection 7.500 11.000 9.500 glob. bl. de 1 ce
toxine,.
21 Mars 22 Mars 23 Mars 2h:4/2 8 <9.h: 1/2 s.
Pendant tout le jour il y a une ascension régulière de leu- Cocytes : le lendemain, la leucocytose est moindre mais se maintient jusqu'au 3e jour, à partir duquel il y à rechute assez brusque, il est vrai, pour revenir à la normale. Nous assisions donc ici au début d’une vaccination qui se manifeste d’abord par de l’hyperleucocytose.
Le même résultat est obtenu chez le lapin qui avait reçu cette même dose, Jours Auparavant; elle était donc encore toxique, mais pas suffisamment, puisque l'animal a résisté, ce qu'indique sa première réaction.
17 Mars 1894
Injection 7.500 6.000 3.000 9.000 L ce
18 Mars 19 Mars 5.500 3.000 8.500 11.000 13.000 14 000
Observations. -— 40 Contrairement à ce qui se passe Chez le témoin qui sSuccombe, il y a d'abord de l’hyperleucocytose légère et passagère, mais qui, après des alternatives, revient et persiste deux jours de suite ; 20 Les réactions en sens divers ressemblent à celles du témoin qui doit. succomber, excepté l'hyperleucocytose du début; nous n'avons donc pas affaire ici à une vaccination proprement dite mais à une intoxication lente, qui à été combattue à temps ; cette expérience est donc
un intermédiaire entre les animaux en vaccination et les animaux témoins qui reçoivent une dose mortelle.
ANIMAL VACCINÉ
Le lapin vacciné de M. Roux pèse 2.160 gr. le 29 janvier 1894 et a 5.000 gl. bl. ; il reçoit le lendemain, en même temps que le témoin Te. (1910 gr.) 1/4 cc” de toxine, inoculée sur la
peau.
30 Janvier le 31 le 1" le 2 le 31
C’est la mème loi de réaction que pour les toxines végétales : les animaux vaccinés réagissent peu, d'autant moins qu'ils sont mieux accoutumés à la substance toxique et ils réagissent toujours en hyperleucocytose, quelque légère soit-elle.
Le même lapin ayant, le 22 février, 7.000 et 6.000 gl. bl., le 23, 6.500, recoit à 10 h. 1,2 un 1/2 ec. de toxine (le double de la première épreuve, ilya 3 semaines). Malgré cette nouvelle dose il réagit très faiblement comme le prouve le tableau ci-dessous :
23 Février le24 le25 le 26
injection
pendant cette même durée de temps, le lapin témoin oscille entre 3.000 et 15.000.
Un lapin témoin pesant 1910 gr. a 5,000 globules le
29 janvier 1894. Le 30 janvier il reçoit 1/4 cc. de toxine diphtérique.
31 janvier.
kh.4/4s.° 6h.1/2s. 9h. 1/45. 5 hs. 9 h.1/45s. 5.000 7.500 6.000 10.000 5.500 1% février. le 2 le 3 le 7 le 11 2:h,1/4s. 9h.5s. 3bh.1/4s. 4 3.000 8.000 13.500 mort.
Bien que la mort n’ait eu lieu que 11 jours après, on contrôle bien facilement par la ligne des réactions que l'issue
devait se reproduire. Nous retrouvons, en effet, ici, comme dans les cas précédemment étudiés, la ligne brisée qui
démontre que la réaction n’est pas Suffisante, que la lutte est indécise et qu’elle aboutira à une défaite de l'organisme.
Le lapin vacciné a varié de 5,000 à 8,500 et sans soubre- Saut, mais progressivement ; pendant ce temps le témoin oscille entre 3,000 et 13,500.
2me Expérience. — Au lieu de 1/4 CC., un lapin de 1,710 gr., reçoit 1/2 ce. ; il a, Le 23 février 5,000 glob.
23 février le 24 40h.1/2m. 11 h. 4/4 &h.1/2s. 2 h. m. 3h.s.
1/2 cc. toxine 5.000 gl. 5.000 3 000 7.300 2.000 le 23 HA h. 3h. &h.1/4s. 10 h.s.
8.000 8.300 4,500 153.000 | le 26 le 27 10.472 m. 44h 4-2 She &h. 3/4 9h.1/2s Sh.m 8.000 3.300 | 4.000 3.000 : 6.000 mort.
La mort a lieu au bout de moins de 4 jours ; aussi, la réaction est'encore plus faible : le 4er jour, il y a de l'hypoleucocytose ; les 3 jours suivants, des oscillations très grandes de 15,000 à 8,000, puis à 3,500 en 14 heures: de 14 à 3,000 en 2 heures, tandis que le lapin vacciné oscille
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entre 4,000 et 8,000, d’ailleurs progressivement ef sans soubresaut. Le graphique de chacun de ces animaux en expérience difière donc du tout au tout, il est caractéristique de leur état de résistance. |
3me Expérience. — à) chez un cobaye (350 gr.) 14 h. m. 11 h.1/4 11h 123 h 879 hs" 9 8.
4.500 injection 2.500 2200 4.000 10,000 Mort dans la nuit DICO \ (en 18 à 20 heures.) b) Chez un lapin qui résiste avec 2* (au lieu de 0 pendant 32 heures. kh.1/2m. 9 h. 3/4 m. 10 h. 1/4 m. 44-h.:4/2m, 2h: 4/2"s.
& 500 in]: 2 CC. 3.900 9.000 5.000 5 mars.
ERNST NOUS. 9 h. m. 11 h. m, 3b.1/25s.
mort en 32h
Observations : 1° Chez les deux témoins il y à de lhypoleucoeytose, moins prolongée chez le cobaye qui, après cet abaissement, est remonté en # heures de 4000 à 10,000 globules blancs ; puis, nous retrouvons quelques oscillations ; nous n'avons pas pu suivre cet animal jusqu'à la mort qui a eu lieu dans le courant de la nuit (à 9 heures # du soir il était très résistant encore); 2 Le lapin a succombé sans tentative de réaction hyperleucocytaire.
Faut-il attribuer ce phénomène à un état antérieurement défavorable de l’animal? Nous ne le pensons pas, Car nous l’avions en surveillance depuis plusieurs jours et il paraissait très bien portant. x
Quoi qu’il en soit, cette hypoleucocytose persistante, d’un pronostic sombre, rappelle celle qui se produit dans lintoxication par le venin de cobra (voir page ) où la mort a lieu dans les premières heures qui suivent l'injection.
| Chatenay. — 5.
Le Gi e
Enfin nous devons placer ici une observation très intéressante qui confirme l’exactitude et la régularité des réactions leucocytaires dans des cas identiques donnés. Il s’agit d’un lapin vacciné, ayant reçu déjà l'injection de toxine, dont une le 17 mars qui n’amena pas la mort d’un témoin. Fort de ce résultat, nous avions cru pouvoir renouveler une expérience qui, malheureusement, s’est terminée par la mort en deux jours (12 heures après le témoin). La dose, très forte et très virulente, était de 2 cc. qui avait tué (à 3 cc.) un cobaye en 8 à 20 heures.
Le tableau de ses réactions confirme le pronostic défavorable.
5 avril le 6 9h.1/2m; :9,.h}°3/4"M h4/2 7 S'h.6. Jr ST 9 Ra 11 h. 5.000 injection . 3.000 2.000 5.000 9.000 mort.
de ? cc.
Observations : 4° L’hyperleucocytose a lieu d’abord et se prolonge jusqu’à la 5° heure: 2% L’hyperleucocytosé se produit le lendemain, subitement. La mort a eu lieu dans la nuit du 5 au 6 avril (en 45 à 48 heures.
QUATRIÈME PARTIE Toxine tétanique
Historique.— Le poison tétanique a été recherché pour la première fois par Knud Faber, en 1890, et étudié minutieusement par M. Vaillant, l’'éminent professeur agrégé du Val-de-Grâce; c’est à ses recherches approfondies que nous avons recours, et c’est dans le compte-rendu complet qu’il a publié dans les annales de l’Institut Pasteur de 1891 et 1892 que nous puiserons les détails qui suivent. |
Comme Roux l’avait déjà démontré par la diphtérie, le bacille tétanique ne pullule pas non plus dans l’organisme, mais se maintient constamment au niveau de la lésion locale; pour expliquer les phénomènes généraux de la maladie, on a été conduit à supposer que le bacille de Nicolaier sécrétait au foyer de sa végétation un poison extrêmement actif qui se répand dans l’organisme (Nicolaier, Brieger, Nocard).
La préparation. — «En filtrant sur porcelaine une culture pure du bacille tétanique en bouillon, datant de 18 à 20 jours, on obtient un liquide, privé de tout germe, dégageant l’odeur caractéristique, à réaction franchement alcaline, et d’une toxicité considérable pour les animaux. Inoculé à des lapins, cobayes ou souris, sous la peau, dans les muscles de la cavité péritonéale, le sang, ou dans la dure-mère, il détermine sûrement un tétanos typique, mortel, ne différant en rien de celui que provoque l'injection des cultures vivantes.
pe
« La dose active de ce liquide peut être réellement infinitésimale. Un cent-millionième de centimètre cube donne le tétanos à la souris ; un cinq-centième produit chez le cobaye un tétanos mortel en 50 ou 60 heures; il suffit de un millième de centimètre cube pour tuer l'animal en 3 jours. Les effets sont nuls lorsqu'on fait pénétrer le liquide par la voie digestive. Le produit de la filtration des cultures contient donc une substance chimique qui, en l’absence du microbe vivant, détermine chez les animaux une intoxication mortelle; la maladie produite par la toxine seule, agissant à dose extrêmement faible, ne diffère en rien par les symptômes, ni par l’évolution de celle que provoque l’inoculation du bacille tétanique lui-même.
Le tétanos de l’homme et des animaux est, en réalité, comme l'avaient pensé les premiers observateurs, une intoxication causée par le poison que le bacille sécrète au foyer si restreint de sa culture; de là ce poison se diffuse dans l’organisme. Sa diffusion est probablement très rapide. Si on injecte une goutte ou une fraction de goutte de liquide filtré vers l'extrémité terminale de la queue d’un rat, C’est-à-dife dans une région où le tissu conjonctif est très dense et peu propice à une prompte absorption, on peut, trois quarts d'heure après l’inoculation, sectionner l'organe à deux ou trois centimètres au-delà du point infecté, sans que l’évolution ultérieure de la maladie soit sensiblement modifiée ; l'animal meurt presque aussi rapidement que le témoin. La toxicité varie suivant le milieu de culture. Les bouillons très nutritifs, additionnés de peptone, glucose ou maltose, conviennent le mieux à une pullulation . rapide et abondante du bacille, mais la toxicité de ces liquides est notablement inférieure à celle des cultures moins prospères que l’on obtient dans un bouillon de bœaî
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ou de poule, préparé avec une partie de viande et deux parties d’eau. Dans le sang en nature el le serum frais, après une végétation maigre et en apparence difficile, le mierobe produit un poison d’une activité considérable.
«On peut, par un artifice, augmenter d’une manière remarquable la toxicité des cultures en bouillon ; il suffit d'utiliser ce fait que le microbe se développe facilement dans un milieu où une première génération a déjà vécu et élaboré son poison Une culture en bouillon de bœuf peptonisé el glycosé à {°/,, datant de vingt jours, donne, après filtration, un liquide qui tue le cobaye à la dose minima de 1/150 de cent. cube. L’ensemencement de bacilles jeunes dans ce liquide est ” suivie d’une culture très abondante ; filtrée au 18° jour, elle tue le cobaye au 1/500 de c. cube.
«La quantité de toxine contenu dans une si minime fraction du liquide filtré est difficile à apprécier ; peut-être cependant les chiffres suivants en donneront-ils une idée approximative, Un centim. cube de celiqui de si actif, évaporé dans le vide, donne un résidu sec de 0 gr. 040 ; soumis à la calcination, ce résidu subit une perte de 0 gr. 020 représentant le poids de la matière organique. Si l’on admet, chose évidemmentinexacte, que ces 25 milligr. appartiennentintégra- . lement à la toxine elle-même, il ressort que ce poids de matières organique permettrait de tuer 1000 cobayes au moins ou cent mille souris ; la dose mortelle serait donc, pour un cobaye, de 0 gr. 000.025, pour une souris de 0 gr. 000. 000,25. Est-il besoin de dire que dans ces 25 milligr. de matière organique entrent pour une très large part des substances étrangères au poison tétanique, De tels chifires serviront, au moins, à placer sous son vrai jour l'incroyable activité des poisons fabriqués par les microbes dans les milieux de culture artificiels, activité probablement inférieure encore
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a celle des substances qu'ils élaborent dans l'organisme malade. »
M. Vaillard étudie ensuite la nature du poison tétanique. Est-il une ptomaine, ou bien une de ces substances analogues aux diastases que les belles études de MM. Roux et Yersin sur la diphtérie nous ont fait connaître ?
Propriétés générales. — « Des travaux de ces expérimentateurs sur la diphtérie, était résultée une orientation nou. velle pour les recherches sur les produits toxiques que sécrètent [es microbes. Tnspiré par ces notions, Knud Faber étudia les propriétés générales de la matière active contenue dans les cultures filtrées du bacille tétanique, et bien que, agissant sur des produits impurs, parvint à déterminer ainsi sa véritable nature; il établit qu’à l'instar des venins, le poison tétanique demeure sans effet lorsqu’il est introduit par la voie digestive ; qu’un chauffage à 65° le détruit; que par l’ensemble de ses propriétés biologiques, il présente de grandes analogies avec la jéquiritine, les enzymes ou ferments inorganisés. Ultérieurement, MM. Brieger et Fränkel attribuent au poison tétanique la composition des matières albuminoïdes et lui donnent le nom de Toralbumine. Nos recherches, inspirées aussi par celles de MM. Roux et Yersin, établissent combien est étroite la parenté qui relie le poison de la diphtérie à Celui du tétanos; elles confirmeront l'opinion émise par Knud Faber, Tizzoni et Cattani sur la nature diastasique probable de ce dernier. »
La chaleur détruit la toxicité du poison à 65°: à 60 en vase clos, pendant 40 minutes ou à 62 pendant 28 minutes, la toxine est considérablement atténuce.
En vases clos, à l'abri de l'air et de la lumière, le
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liquide filtré garde pendant longtemps toute son activité ; après quatre mois, son pouvoir toxique est égal à ce qu'il était au moment de la filtration. L'action de l'air, lorsqu'elle s’exerce à la lumière solaire, est très rapide sur l’atiénuation de la toxine.
L’acidification ne modifie pas le poison tétanique. Evaporé dans le vide, avec l'acide sulfurique et à la température ordinaire, le liquide filtré laisse un résidu brun, amorphe, conservant l'odeur propre aux cultures et extrèmement toxique.
L'alcool à 90° dissout une très faible quantité du résidu et laisse après évaporation une substance blanc grisatre, qui exhale une odeur vireuse rappelant celle des vieilles pipes et dont une partie cristallise à l'air. La substance soluble dans l'alcool n’a pas de propriétés toxiques : l'extrait alcoolique, fourni par cinq centimètres cubes d’un liquide extrêmement actif à pu être injecté en totalité sous la peau d’un cobaye sans que l’animal en ait ressenti le moindre dommage. Le poison tétanique est donc insoluble dans l'alcool. Par contre, le résidu sec, amorphe, se dissout très bien dans l’eau. La substance active dialyse avec une certaine lenteur.
De même que le poison diphtéritique et que les diastases, la toxine du tétanos a la propriété d’adhérer à certains précipités que l’on produit dans le liquide où elle est contenue (phosphate de chaux ou d’alumine) mais en quantités très faibles. ;
Ainsi que l'ont fait observer MM. Roux et Yersin, l’assimilation d’une toxine aux diastases ne vise pas une communauté d'action chimique, car, pas plus que le poison de la diphtérie, celui du tétanos ne digère l’albumine, la fibrine ou n’intervertit le sucre; elle tend seulement à établir que
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les subtances toxiques élaborées par les agents pathogènes des deux maladies présentent un ensemble de propriétés appartenant aussi aux diastases. |
D'après des expériences de M. le professeur Vaillard, les cultures en bouillon de bacilles télaniques contiennent une diastase qui liquéfie la gélatine, ét il a résolu le problème qui se posait desavoir si cette diastase et la toxine n'étaient pas une seule et même substance, Bien qu'il ait constaté, entr'autres, que des bacilles non virulents ne liquéfient presque pas la gélatine et ne possèdent pas de diastase ; tandis que les bacilles actifs la liquéfient rapidement, qu'il ait comparé la diastase obtenue et la toxine et leur ait irouvé des caractères fondamentaux communs (destruction par la chaleur, l’air, etc.) ; malgré ces points de ressemblance, M. Vaillard nie l'identité des deux substancec grâce au fait suivant : «un mélange de deux parties de gélatine pour une partie de liquide filtré, de virulence connue, est inclus dans une série de tubes clos que l’on porte à l’étuve à 37. Si, à des jours différents, on recherche ce qu’il est advenu de la toxicité du mélange, on voit que après 2, 4, 10 Jours d’action sur la gélatine, le liquide ajouté a conservé son activité intégrale, il tue à la même dose Minima qu'auparavant. La quantité de toxine n’a done pas diminué, ce qui vraisemblablement devrait être, si toxine et diastase digestive étaient un seul et même COTPS. ») ,
On conçoit, en effet, que pendant l’action chimique sur la gélatine il a dû disparaître une dose de diastase adéquate à la masse actionnée ; or cette disparition ne parait, en aucune façon, porter sur la substance toxique.
Mais si l'on peut, à juste titre, Comparer la diphtérie au tétanos, Comparer Surtout le mode commun d'infection des deux microbes différents, leur sécrétion de toxines élaborées au point d'implantation, si l’on peut Comparer même la nature
des substances chimiques élaborées et répandues dans l'orgapisme, il faut nettement différencier l’action propre à chacune d’elles.
Le poison diphtérique exerce des eflets immédiats ou à long terme; il peut agir sur des tissus d'ordre divers, appareil vasculaire (1), système nerveux, parenchymes, tissu conjonctif, épithélial et produire des lésions multiples (œdèmes, hémorrhagies, exsudats séreux, nécroses, néphrites, paralysies). Le poison tétanique, au contraire, ne parait avoir que des effets immédiats qui se limitent au système neuromusculaire.
Vaccination. — Le premier-qui obtint des résultats probants pour la vaccination contre la toxine tétanique, fut M. le professeur Vaillard, qui s’est attaché à l'étude du tétanos d’une facon spéciale et qui a contribué pour une très large part à étendre nos connaissances sur cette affection, sur son étiologie, sur ses symptomes et enfin sur la question de l’immunité de la maladive.
Avant que MM. Brieger, Kitasato et Wasserman ajent commencé leurs essais de « résistance au poison » en ajoutant à la toxine une dose donnée de trichlorure d’iode, l'éminent professeur du Val-de-Grâce avait utilisé la propriété qu'a la toxine chauffée de perdre sa virulence pour vacciner avec succès des cobayes et des lapins. Sa méthode consiste à introduire dans le sang des doses massives de cultures filtrées, chauflées à des températures
(1) Kitasato prouve que le poison tétanique suit la voie vasculaire par le fait que l'injection de sang d'animal tétanique ou de transsudation sous-péritonéale ou thoracique amène les symptômes tétaniques, tandis que l'injection sous-cutanée d’un autre organe de l'animal atteint resté sans résultat.
(L. Vaillard, annales Pasteur, 1892, p. 225. Immunité contre le tétanos).
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progressivement décroissantes : “600, 55°, 50, puis des quantités graduellement augmentées de cultures filtrées dont la toxicité est entière. L'application en est facile. A trois jours d'intervalle, on injecte dans une.veine de l'oreille, deux doses de 10 cc. d’une culture filtrée, chauffée pendant une heure à 60° Cinq jours après, on injecte 10 cc. de la mème culture, mais chauftée pendant une heure à 55°; enfin, après un nouveau délai de cinq jours, 10 cc. de la culture chauffée une heure à 50°. Cela suflit déjà pour donner l’immunité aux animaux et conférer au sang la propriété antitoxique. L'état réfractaire est ensuite renforcé au moyen de culture filtrées, douées de toute leur toxicité; pour cela, tous les huit à dix jours, on en injecte dans les veines des quantités croissantes : 9, 15, 20, 30 cc. et même plus, si besoin est.
Chez tous les lapins ainsi traités, on obtient sûrement une immunité durable. Les animaux vaccinés en décembre 1890 et janvier 1891 par M. Vaillard, restent encore réfractaires au tétanos en avril 1892 ; leur sang a conservé pendant 8 mois et plus un grand pouvoir antitoxique et, bien que ce dernier ait commencé à fléchir , l’immunité conférée n’en persiste pas moins. Le même moyen, mais avec des doses infiniment moindres et plus fréquemment répétées, donne des résultats identiques sur le cobaye. Chez cet animal encore, l’état réfractaire est durable, il persiste pendant une année au moins, et les femelles le transmettent aux descendants.
D'autres moyens existent encore pour rendre réfractaires tous les animaux les plus sensibles à Ja toxine ; ce n’est plus la chaleur qui est employée, mais comme Roux l’a mentionné dans son discours de l’immunité au Congrès de Londres, on peut joindre à la toxine de l’iode.
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A faible dose, ce corps chimique neutralise ou modifie instantanément le poison tétanique. Si à 0 cc. 5 d’une culture filtrée dont 1 6000 de cc. suflit pour tuer un cobaye adulte on ajoute un volume d’eau iodée à 1:500, on peut, immédiatement après, injecter la totalité du mélange sous la peau d’un jeune cobaye sans déterminer le moindre symptôme tétanique. De même aucun accident ne succède à l'injection dans les veines du lapin de quantités relativement grandes de cultures filtrées additionnées d’eau iodée. Après quelques injections de ce genre, comportant des doses croissantes de culture, les animaux acquièrent l'immunité. Voici le mode à suivre pour vacciner un lapin où un cobaye, toujours d’après les expériences de M. Vaillard; à 3 ce. d’une culture tétanique filtrée, on ajoute { cc. d’eau iodée à 1, 500 et le mélange est immédiatement injecté dans la veine marginale de l'oreille. Après trois Jours, nouvelle injection dans le sang, d'un mélange de 6 cc. de culture filtrée et de 1 cc. d’eau iodée. Cinq jours après, troisième injection intravasculaire d’un mélange de 12 ce. de culture filtrée et de 2 cc. d’eau iodée. Le quinzième jour qui suit la dernière injection, les lapins sont éprouvés par l'introduction dans le sang de 4 cc. d’une culture filtrée dont 0 ce. 5 donne au témoin un tétanos mortel. les animaux vaccinés ne présentent aucun symptôme tétanique et leur sérum est devenu antitoxique. Trois injections suffisent donc pour déterminer l'état réfractaire, que l’on renforce ensuite, Comme précédemment, par des doses croissantes, 8, 10, 15, 40 cc. de cultures filtrées ou additionnées d’iode.
Le même procédé est applicable au cobaye, mais en raison de la sensibilité plus grande de l'animal au poison tétanique, les doses de cultures filtrées doivent être plus discrètes que chez le lapin, et les injections plus nombreuses ; celles-ci sont
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faites sous la peau. L'’immunité est aussi sûrement et rapidement obtenue, comme l’établit l'exemple suivant.
Deux cobayes reçoivent sur la peau, à des intervalles réguliers de 3 jours, des doses progressives de cultures filtrées et d’eau iôdée à 1 p. 500.
1° mélange de 0°5 de cultures filtrées et de 05 d’eau iodée
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12 jours après la dernière injection, on éprouve l’immunité des animaux en leur injectant 1/3 cc. d’une culture filtrée, dont 1/6000 de cc. donne au cobaye un tétanos mortel : aucun d’eux ne présente de symptôme tétanique, et leur serum esf antitoxique. L'état réfractaire de ces animaux se maintient encore après & mois.
Le rat est également immunisé par le même procédé; mais pour cet animal, plus encore que pour le cobaye, il convient de recourir à des doses d’abord très minimes et à des injections fréquemment répétées.
De leur côté, Messieurs Brièger, Kitasato et Wasserman, à Berlin, ont obtenu des résultats satisfaisants en employant le mélange d'extrait thymique et de culture tétanique. |
L'extrait de thymus fournit un moyen très remarquable de modifier la toxine pour la rendre immunisante, mais cet agent est loin d'être le seul: comme nous venons de le voir, le Chauffage, l’iode produisent les mêmes effets, conduisent aux mêmes résultats d'une manière plus simple, plus rapide, aussi Constante,
Il n’est pas jusqu'à l'injection de doses progressives de cultures filtrées dont la toxicité est entière (procédé que nous avons suivi pour l'abrine et la ricine) qui ne puisse conférer l’immunité par le fait d’une accoutumance graduelle au poison. Mais il faut procéder avec beaucoup de ménagement ; on réussit ainsi chez le lapin.
M. Vaillard a communiqué d’abord à la Société de Biologie en 1891, puis aux Annales de l'institut Pasteur (1892) le résultat d’une méthode bien différente, à laquelle M. Roux a fait aussi allusion au Congrès de Londres et que l’on pourrait appeler « vaccination microbienne » par opposition à la vaccination purement chimique. Elle consiste en efiet à faire agir le microbe lui-même, n'ayant subi préalablement aucune action atténuatrice ou modificatrice. : |
On inocule chez le lapin, ‘plusieurs fois, dans le tissu conjonctif de la queue ou du tronc, des quantités d’abord
très faibles de cultures additionnées d'acide lactique. L'immunité résulte alors de la toxine élaborée par le
bacille au point où on l'injecte : le poison est sécrété à dose trop minime pour provoquer des accidents tétaniques, mais en quantité ‘suffisante pour immuniser l’animal.
Cette méthode est loin d’être aussi générale que les deux premières. Si elle réussit chez le lapin, elle devient plus difficile et plus dangereuse chez le cobaye et le rat.
EXAMEN DU SANG
Chez l'animal en vaccination. — Un cobaye neuf (Ne) pesant 539 gr. a 6.500 globules blancs, le 3 mars à deux heures du soir; une-demi heure après, il reçoit 1/2 cc.
M, hé 2
du mélange suivant (toxine tétanique 1/8. Liquide de Gram 3/8. Le nombre de leucocytes varie de 4.500 à 12.000 pendant les quatre jours suivants, le 8 mars, il reçoit une nouvelle dose vaccinale (toxine 7/20; Gram 3/20; le 9 il a 7.500 et 11.000. Les jours suivants, il y a retour progressif à la normale : 5,000 globules blancs.
Le 15 mars, à dix heures, il à 7000 ; un quart d'heure après, Gram 8/20, à deux heures soir, 7500, injection de toxine 4/20.
L'effet de ce surcroît de dose toxique ne provoque plus une vive réaction en hyperleucocytose (le 16 mars, 7.500 ; le 17, 5000, le 22 et le 23, 5.500) ; le 24 mars, il recoit une injection de toxine 5/20, Gram 15/20 (1) (ignorant la virulence de la toxine, nous n'avons associé qu'une partie de toxine à 3 de Gram) à dix heures et demie m.; à deux heures s., il a 8000 elobules blancs, et le lendemain 10.000, ce qui indique que la toxine était très virulente (appliquée à un cobaye témoin, elle à en effet, manifesté une action intense et rapide.)
Le 30 mars, il à 4500 ; à deux heures, il reçoit une nouvelle injection : (toxine 5/20; Gram 5/20) mais à 9 heures s. il reste à 4.500, pour ne monter que le lendemain à 6.500 :
le 3 avril, il à 4.500 globules blancs. La réaction est courte et peu étendue. L'animal est vacciné.
CHEZ L'ANIMAL VACCINÉ
M. le professeur Vaillard ayant mis à notre disposition plusieurs animaux vaccinés contre la toxine tétanique, nous soumettons l’und’eux, le cobaye, (val) du poidsde 510grammes, à une injection de 3/4 cc. de toxine (ignorant la virulence de la toxine fournie par M. Vaillard, nous n’avons pas hésité à
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employer une dose foudroyante pour amener la mort du témoin en un temps aussi restreint que possible). 24 mars
10h. m.,*14 h. 1/2 en 2 Cob. val. 11.000 gl. bl. injection 7.000 9 h.s.
de 3/4 cc. 11.500 28 mars
GE AT, » jours le lende-
après main
Observations : 1° Le premier jour, au bout de une heure et demie, il y a une légère diminution des leucocytes, mais ce n’est pas une hypoleucocytose, qui est suivi d’une hyperleucocytose modérée le lendemain : les variations ne s'étendent pas au-delà de l'écart de 7.000 à 11.500 pendant les 4 premiers jours ; le cinquième il y ade nouveau une hyperleucocytose qui peut avoir une interprétation différente : en tous cas, elle n’a aucune importance au point de vue de la défense de l’organisme, puisqu'elle se produit 4 jours après la mort du témoin. (Chez celui-ci les variations s'étendent de 5.000 à 16.000 durant les deux premiers jours); % Ce résultat indique qu’il y à eu une défaillance momentanée des leucocytes, qu’on peut attribuer à la dose excessive de la toxine ; l’on sait, en eftet, qu'il suffit de quelques gouttes (une ou deux) pour amener la mort d’un cobaye neuf. Nous en trouvons la contre épreuve dans l’exemple suivant :
Deuxième exemple.-— Un cobaye vacciné, mais non éprouvé depuis longtemps, subit une injection de 3/4 cc. de toxine (comme plus haut), et réagit comme suit :
7 avril 8 mars.
Cob. femelle &h. 8: Æb.4/28s4 5h28 6 he "9h64 9 bi pesant 875 gr. 6.500 injection 4.000 4%.500 8.500 14.000
3% Exemple : Un lapin vacciné mais non éprouvé, quoique
re" pen
présume capable de résister à de fortes doses reçoit 1‘ de
toxine.
28 inars 7 avril 8 avril
injection
Observations : 1° Nous devons faire remarquer que nous avons fait la première prise de sang, une heure après l’injection (grâce à un accident d’instrument), il est en effet fort possible que nous aurions constaté un chiffre plus bas que 7000 probablement intermédiaires entre les deux chiffres (4500à 7000). En tous cas ; 2° il y a une légère hyperleucocytose une heure après, qui faiblit au bout de trois heures pour reprendre plus accentuée le lendemain.
Un cobaye neuf de 500 gr. reçoit 3/4 ec. de toxine tétanique :
25 mars 10 h. m. 11h.1/2m 2hs. 9 h, 1/2.
gl. injection 11.500 7.500 5.000 : 25 mars
9 h. m. 10 h. m. 10 h 1/2m 11 b. 11 h. 1/4 14.000 8.500 16.000 14.000 mort.
Observations. — Une heure et demie après l'injection,
il y à une hyperleucocytose passagère malgré la toxicité de la culture filtrée injectée, mais deux heures après une tendance à l’hyperleucocytose semanifeste, jusqu’au soir(douze heures après l'injection), puis le lendemain brusque changement : c’est une hyperleucocytose suivie d’ure chute brusque, qui aboutit à une élévation nouvelle (de 4,500 les leucocytes montent en une demi-heure à 16.000). Nous ne _saurions trop insister sur cette brusque oscillation qui se produit en une demi-heure : c’est un fait que nous n'avons
LVQ CE jamais retrouvé chez le vacciné où même chez l'animal en vaccination, tandis qu’il se reproduit, plus ou moins exactement, chez les animaux témoins qui succombent ou
chez les animaux, insuffisamment vaccinés, qui ne résistent pas à une nouvelle intoxication.
CINQUIÈME PARTIE
Venin de naja tripudians ou cobra de capello.
Historique. — Pendant que nous faisions nos recherches à l’Institut Pasteur, Monsieur A. Calmette, le directeur de PInstitut bactériologique de Saigon, continuait une série d’expériences sur le venin de serpent à propos de l’intoxication et la vaccination d'animaux. Il voulut bien nous permettre d’examiner le sang de ces animaux à diverses périodes de leur vaccination et ce sont les quelques recherches faites ici que nous relaterons plüs loin.
Nous prions M! le docteur Calmette d’agréer nos sincères remerciements pour son extrème obligeance.
Déjà, en 1891, il avait entrepris son étude (publiée dans les Annales de l’Institut Pasteur de 1891), grâce à la capture en Cochinchine de l’espèce connue sous le nom de naja tripudians. C’est le serpent le plus redoutable de toutes les espèces venimeuses. Dans l'Inde anglaise seule, où il est extrèmement répandu, il occasionne, d’après les rapports officiels, une mortalité de 20,000 personnes chaque année.
Les laboratoires d'Europe ne sont pas bien placés pour des recherches sur le venin des najas ; aussi nos connaissances sur ce sujet sont-elles restreintes. WeJr Mitchell, en Amérique, Armstrong en Angleterre et le professeur A. Gautier, à Paris, ont cependant pu étudier la composition chimique des venins et quelques-unes de leurs propriétés physiologiques. M. À. Gautier a préparé, en 1881, avec des échantillons de
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venin authentique de trigonocéphale et de naja, deux alcaloides nou veaux (najine et élaphine) présentant les réactions habituelles des ptomaïnes, mais qui ne constituent pas la partie ia plus dangereuse de ces venins : ils ne font pas succomber les animaux, tout au plus leur donnent-ils un peu d’essouflement ou d’hébétude, quelquefois de la somnolence. D'après ce savant, la partie essentiellement active du venin des ophidiens est azoté, mais non alcaloïdique ; bien mieux la composition centésimale du venin se rapproche singulièrement de celle de la partie incristallisable extractive des urines normales ».
Action physiologique — La piqûre du serpent n’est pas très douloureuse, paraît-il; elle est surtout caractérisée par l’engourdissement qui survient dans la partie mordue, se propage rapidement dans tout le corps et produit des syncopes, des défaillances ; la bouche se contracte, devient baveuse, la langue se gonfle, les dents se resserrent, puis le malheureux blessé tombe dans le coma le plus profond et expire en quelques heures.
La morsure du cobra n’est pas toujours mortelle. Les Statistiques donnent des chiffres très variables à .cet égard (25 à 30 °/, de léthalité; d’autres 45 °/). Le pronostic dépend évidemment de la plus ou moins grande virulence du venin, suivant que le serpent qui l’a fourni était à l’état de jeûne ou venait de mordre une proie. Introduit dans une veine directement, il tue presque fatalement. Au contraire si le derme est à peine entamé, l'absorption du venin deviendra presque nulle.
L'expérience permet de suivre chez un animal inoculé toute la série des phénomènes de l’envenimation et d’en graduer l'intensité. M. Calmette a étudié toutes les espèces
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animales qu’il est possible d'utiliser dans un laboratoire ; seul le cobra et un autre serpent colubriforme non venimeux qu’il a pu se procurer, se sont montrés réfractaires à l’envenimation.
1 est impossible de calculer avec quelque précision la dose mortelle pour chaque animal : elle est impondérable, puisque une seule goutte de la macération de huit glandes dans 300 grammes d’eau distillée, introduite dans la veine de l'oreille d’un lapin, le tue en Cinq minutes.
Touteiois par l’inoculation sous-dermique d’une petite quantité de venin glycériné à l’avant-bras d’un singe de moyenne taille, on peut étudier les troubles morbides qui se succèdent alors assez lentement.
« Le premier signe apparent de l’absorption du poison est une sorte de lassitude générale, puis les paupières se ferment à demi : il se relève aussitôt, marche avec saccades : ses membres ont de la peine à le porter ; bientôt surviennent des nausées, des vomissements et l’anxiété respiratoire, l'animal appuie sa tête sur le sol, la redresse en cherchant à respirer l'air, porte ses mains à sa bouche, comme pour arracher un corps étranger du pharynx. Il vascille sur ses membres et se couche sur le côté, la face contre le sol. Le ptosis s’accentue et l’asphyxie complète survient bientôt. Le cœur continue à battre cinq minutes au moins après que la respiration a cessé, puis il s'arrête en diastole. La rigidité cadavérique survient très rapidement et persiste longtemps même après le début de la putréfaction. |
Les sphincters de la vessie et de l'anus se relâchent après quelques spasmes qui provoquent fréquemment,
chez les mâles, l’éjaculation du sperme. L’urine et le pus
s'échappent ensuite.»
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M. Calmette, appréciant ces résultats, dit : « [1 est bien évident que laction toxique du venin se manifeste par des phénomènes bulbaires. Le ptosis, symptôme de début, surtout apparent chez le singe, indique l'atteinte de la substance grise du plancher du quatrième ventricule et des noyaux d’origine des nerfs moteurs oculaires communs. La paralysie bulbaire progresse ensuite rapidement, et lorsqu'elle a frappé les noyaux d’origine des neris pneumogastriques, l’animal meurt en état d’asphyxie. Le venin est charrié jusqu’au bulbe par le sang. Il est très difflusible: c'est ce qui explique l’inefficacité presque absolue des traitements locaux les plus énergiques des morsures de serpents. Les différentes voies par lesquelles le venin peut être introduit dans l’organisme des animaux ne sont pas toutes également propices à son absorption. La plus dangereuse est l’intraveineuse. |
L'inoculation sous-cutanée, sauf pour les petits animaux, ne tue pas toujours à cette dose, mais deux gouttes font succomber sûrement le lapin et les poules, dans un délai maximum de huit heures. Les séreuses absorbent lentement le venin : l’inoculation intrapéritonéale produit beaucoup plus tardivement l’envenimation à quantité égale de substance toxique. Le foie paraît susceptible d’arrêter le venin dans une certaine proportion, comme il arrête une partie des alcaloïdes végétaux toxiques qui le traversent. Sur la muqueuse conjonctivale le venin amène une inflammation très intense, comparable à celle du jéquinity.
Nature du venin.— Quant aux propriétés physico-chimiques du venin, elles sont les suivantes. Le venin se dissout très facilement dans l’eau et dans l'alcool étendu; sa réaction est parfaitement neutre au papier de tournesol ; il est précipité par l’alcool pur, l’éther, l’'ammoniaque, le tannin et l'iode,
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mais le précipité fourni se redissout dans l’eau. J! n’adhère pas aux précipités de phosphate de chaux, contrairement à ce qui se passe pour les toxines de la diphtérie et du tétanos. Traité par le chlorure de sodium à 10 °/,, puis par la solution saturée de sulfate de soude, le venin ne forme pas de précipité; jeté sur le dialyseur il se débarrasse du chlorure et du sulfate puis dialyse lentement lui-même. Le liquide dialysé est moins toxiqué, tandis que le liquide albumineux resté sur la membrane tue un pigeon à la dose de 3 à 5 gouttes, mais plus lentement qu'avec la même quantité de solution aqueuse pure filtrée. L'action de la chaleur fait perdre beaucoup plus difficilement ses propriétés virulentes au venin de cobra qu'aux toxines microbiennes ou qu’aux diastases en général.
On peut le chauffer impunément jusqu’à 90°; les effets sont plus tardifs (1). Re
M. Calmette a mélangé le venin avec divers antiseptiques que le pérmanganase de potasse en solution à 1 °/, et a réussi à empêcher la mort: les dernières recherches encore inédites qu’il a faites, lui ont permis de vacciner sûrement des animaux contre le venin de cobra.
CHAPITRE II
Vaccination
Nous ne pouvons naturellement pas entrer dans des détails sur des faits qui ne sont pas du domaine public et nous nous contenterons de donner le résultat des recherches que nous avons faites.
(1) Les dernières communications de M. Calmette à la Société de Biologie semblent infirmer ce fait,
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EN VACCINATION
Monsieur le Docteur Calmettes nous a confié un lapin qu’il venait d’inoculer avec 4 mgr de venin de cobra (dose plusieurs fois mortelle), en même temps qu’un témoin qui fut examiné en même temps. Le vacciné ne varie pas jusqu’à 4 h. 3/4 soir. (5 heures après la mort du témoin). 6 mars.
10h.1/2m. 10 h.3/4m. 11 h. m. A1h.1/2m. 4h.3/4s. 5.000 k mgr. 6.000 5.500 3.500 d'injection.
(l'animal fut saigné de 60 gr. de sang, circonstance qui peut avoir modifié sa teneur en leucocytes).
& 2. Vaccné.
Un animal hyper vacciné fut de nouveau injecté de 4 mgr, de venin, le 15 mars; de 6.500 le nombre des leucocytes s’éleva à 8000.
Observations : Il n’y a pas d’hypoleucocytose, mais une légère hyberleucocytose, faible mais régulière.
1* Exemple. — Un lapin, témoin, 1 /2 heure après l’injection d’une dose mortelle qui le tua en 1 heure, a 3000. gme Exemple. — Lapin (témoin) recoit le 6 mars 1894,
en même temps qu’un vaccin, la dose 1 fois mortelle de 4 mgr. de venin de cobra.
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Dans le deuxième cas (complet), elle est progressive lusguis la mort,
ne remple. — Un ne normal du poids de 1830 gr. est Soumis à une injection de 4 mgr. de venin de cobra, dilué dans 1 centimètre cube, d’eau stérilisée à 3h. 1/4 8. le 49 mars.
Sh.3/4s. 6h.s. 6b.1/2s 6h.2/4 6.
A 9 h. 25 l'animal mourait après avoir eu pendant 2 heures une respiration haletante, entrecoupée de râles nombreux. Peu à peu les sphincters se sont relächés, la peau devient moite. IL y a de l’impossibilé de se tenir debout ; l’animal est atteint d’une faiblesse générale. Nous consignons ici les résultats de l’autopsie qui confirme bien le genre de mort auquel il à succombé. |
Cavité abdominale. — Congestion intense de la paroi et des viscères. Le foie très gros, hyperhémié : à la section, du sang s'écoule abondamment ‘et fluide. La rate est normale. Les reins sont entourés d’une enveloppe graisseuse d’un blanc laiteux. L’estomac et les intestins sont pleins de matières, la vessie est très distendue par du liquide transparent.
Cavilé thoracique. Les poumons sont blancs laiteux ; crient sous le scalpel ; ils sont emphysémateux et exsanques.
Le cœur get gros et vide. La veine coronaire postérieure est dilatée.
Il s’agit donc bien ici d’un empoisonnement du Sang ; les poumons rétractés n’ont plus la Capacité d’ aspirer
l'oxygène : le sang cesse d’en pourvoir l'organisme, et l'animal succombe par asphyxie.
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Etant donné la rapidité de l'empoisonnement, on peut se livrer à des recherches utiles au point de vue auquel nous nous placons. Il est très facile de prendre toutes les 1/2 heures du sang à un lapin, quand l'opération ne sé renouvelle pas trop longtemps. Au contraire, dans les intoxications subaiguës (abrine, ricine, diphtérie et même tétanos) il faut être plus ménager du sang des animaux en expérience. Aussi présentons-nous nos plus vifs remérciments au D” Calmettes pour l’amabilité qu’il nous a témoignée en mettant ses animaux à notre disposition.
Voici donc trois exemples d’une hypoleucocytose marquée, progressive, et d'autant plus marquée qu’elle s'approche de la fin. Il n’y à donc pas, contrairement à ce qui se passe ailleurs, une tentative de réaction leucocytaire ; les leucocytes ne manitestent aucune résistance et se retirent dès l’introduction du venin. Nous constatons ici que l’hypoleucocytose n’est pas suivie d’une hyperleucocytose comme l'avait constaté Lôwit. L’hypoleucocytose ne provoque donc pas un apport nouveau de leucocytes et se maintient constamment. Cet exemple ne prouve-t-il pas, après bien d’autres, qu’il s’agit bel et bien d’une attraction négative (Chimiota rie négative), car les organes hématopoiétiques (foie, : rate, ganglions), n’ont pas diminué et n’ont pas épuisé leur contenu en leucocytes. Nous pensons qu'ils faut interpréter : cette hypoleucocytose comme celle qui se produit, en général, par l'introduction de toxines déterminant la mort, c’est-à-dire comme une attraction négative exercée par les toxines sur les leucocytes. Nous pouvons attribuer à cette interprétation, l'expérience faite il y a plusieurs années, qui consiste à étudier les réactions des leucocytes sur les toxines tétaniques injectées sous la peau. Quand on retire rapidement, après l'injection, l’exsudat passager qui s’y trouve, on ne
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rencontre parfois pas de leucocytes, alors que lorsqu'on injecte les bacilles eux-mêmes, il se produit une attraction positive aboutissant à l’absorption du bâtonnet de Nicolaier par les phagocytes.
Donc, dans le cas d'intoxication suraiguë par le venin de cobra de copelle, ily a chez l’animal en vaccination une légère hyper-leucocytose ;
Chez l'animal vacciné, une hyperleucocytose encore plus faible, mais constante :
y Chez l’animal témoin, une hypoleucocytose qui s’accentue jusque la mort.
CONCLUSIONS
Nous nous sommes occupés dans ce travail de cinq espèces d'intoxication dues à des substances que l’on peut ranger sous ces trois ordres : végétal supérieur (appartenant au type des phanérogames : abrine et ricine); bactérien, et animal proprement dit (de provenance animale).
Nous avons établi la parenté qui existe entre l’abrine et la ricine, celle qui lie la toxine diphtérique à la toxine du tétanos et nous avons donné l'opinion émise sur la nature de la toxine tirée du cobra copelle.
Ces diverses substances, d'ordre et de sources variés, présentent entre elles des analogies et des différences typiques ; elles produisent sur les organismes lésés des troubles divers et opposés. Par contre, en nous plaçant au point de vue spécial à nos recherches, nous pouvons établir une analogie - et une simultanéité de phénomènes dans la réaction:
Ce qui concerne Fabrine et la ricine, les toxines diphtériques et tétanos. |
Dans tous les cas, la première manifestation leucocytaire se produit approximativement à la même heure, : pour les animaux témoins, comme pour les vaccinés.
Une demi-heure après l'injection, le nombre des leucocytes variait déjà, souvent même dans un temps plus court. C’est le premier phénomène qui se produit, le premier symptôme qui indique la présence d’un corps
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étranger dans le sang. (Pour l’abrine, toutefofs, il faut constater qu'il y a une période d’incubation un peu plus longue).
: Et maintenant, l’analogie des réactions se poursuiventelles vis-à-vis de chaque intoxication ?
1° Chez l'animal en vaccination. — Dans tous les cas de vaccinafion d’un animal, et à mesure que la dose injectée augmente, devient plus forte, ! y « une hyperleucocytose, progressive régulière, qui diminue ensuite aussi régulièrement. Pas une de nos expériences ne nous dément et le fait est constant.
2° Chez l'animal vacciné, recevant une dose mortelle. Ici, l’hyperleucocytose est d'autant plus faible que lanimal à sûbi déjà plusieurs injections mortelles. Nous avons déjà attiré l'attention sur ce fait à propos d’un cobaye J. et nous avons fait remarquer que la quatrième expérience en était la démonstration évidente, car alors la réaction leucocytaire était presque nulle. Au contraire, nous avons cité le fait d’un cobaye (A) non suffisamment accoutumé au poison, qui reçut pour la première expérience 5 mer. d’abrine, alors que 0®1 donne surement la mort. Aussi, une hyperleucocytose se produit qui, dès la septième heure, s'élève 4 15.000 leucocytoses par mm”; le lendemain à 31.000 et le surlendemain à 37.000, pour redescendre un peu et reprendre encore à 25 000 le troisième jour, et à 17.000 le quatrième. Dès le cinquième jour, l’abaissement est progressif et lanimal n’a plus que 7.500 leucocytes le 3 avril.
Les mêmes obsérvations se font à propos des autres toxines.
L’analogie est évidente ici encore.
Voyons ce qui se passe chez le témoin.
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90 Chez l'animal témoin, qui reçoit une dose mortelle de l’une des cinq toxines étudiées.
Ici des différences notables se manifestent mais non vis-à-vis des toxines spéciales, mais des espèces animales.
Quand la dose mortelle est très faible, il y à d’abord une hyperleucocytose plus ou moins forte; il semble qu’il y ait tentative de lutte, mais à cette hyperleucocytose fait suite brusquement une diminution des leucocytes (hypoleucocytose plus ou moins intense) puis les oscillations se renouvellent aussi longtemps que lanimal survit pour se terminer à la mort en une hyperleucocytose plus forte encore. Quelquefois, au lieu du début, de l’augmentation légère il y a maintien exact du nombre des leucocytes, avant le début de l’expérience.
Quand la dose mortelle est le décuple, le centuple de la dose minima, il y a d’abord et toujours une hypoleucocylose qui ne cède le pas à une hyperleucocytose que si la vie se prolonge au-delà de 20 heures. Nous donnons ci-dessous un double exemple de ce que nous avançops :
29 mars. : 30 mars.
à à4b.s. 9'h.'s84:+2ih.182 "9 hs.
Inject. . Fa Cob. neuf. (590 gr.) 7500L 4 mgr. 5.000 11 000 19.500
Cob. neuf. (300 8r.)6500 Omgr, {| NICiRe 20.000 28.000 15.000
$ heures après l'injection, l'animal le plus intoxiqué a de l’hypoleucocytose tandis que le second a reçu une dose minima, réagit mais pour céder alors (le 0/0 de ces leucocytes tombe en sept heures de 50 0/0 environ). Nous avons aflaire encore ici à des oscillations étendues, ce qui ne se rencontre jamais chez l'animal vacciné.
Nous pouvons donc résumer les recherches chez l'animal témoin en disant: chez l'animal témoin, il y a toujours des oscillations brusques (à moins de mort rapide en 20 heures,
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au maxima où il n’y qu'une hypoleucocytose progressive. Les oscillations commencent soit par une hyperleucocytose légère (dose minimale mortelle de poison) soit par une hypoleucocytose légère (dose plusieurs fois mortelle).
Il reste maintenant à savoir si ces résultats concordent absolument avec ceux obtenus dans d’autres circonstances (substances et conditions différentes).
On sait maintenant que dans plusieurs maladies (la pneumonie entr'autres et spécialement quand il y a hyperleucocytose d’abord, le pronostic devient favorable, la crise se produit et la maladie aboutit à la guérison.
Mais pour qu’il y ait hyperleucocytose favorable, nous savons que trois conditions sont nécessaires d’après M. Metchnikofi : 1° Une chimiotaxie positive ; 2° l’absorption du corps étranger ; 3° sa digestion intracellulaire. Or, d'après des expériences plusieurs fois répétées et par conséquent contrôlées et bien établies aujourd’hui, les leucocytes manifestent pour les toxines (la toxine tétanique et diphtéritique tout au moins) une répulsion ou chimiotante négative (ce qui se retrouve chez les animaux témoins auxquels nous injectons des doses un peu fortes de substances nuisibles). Comment peut-on expliquer lhyperleucocytose qui se produit chez les animaux en vaccination et choz les vaccinés qui résistent. La chimiotaxie est-elle devenue positive parce que la toxine, en pénétrant dans le sang, s’est diluée suffisamment pour ne pas repousser les leucocytes ou bien certains éléments du sang ou des organes forment-ils avec ces toxines atténuées ou diluées, un précipité ou une combinaison qui attire les globules blancs : ce ‘sont deux hypothèses qui se valent dans l’état actuel de nos Connaissances microchimiques, mais nous pensons que la solution du problème est renfermé dans l’une
de ces deux alternatives. La chimiotaxie négative est devenue positive par la modification des toxines, ou par celles des leucocytes, ce qui a permis l'absorption et la digestion intracellulaire. N'est-ce pas ainsi qu’il convient d'interpréter les résultats de guérison obtenus avec le serum d'animaux vaccinés ; les expériences de MM. Metschnikofi, Samarelli entr'autres, semblent décisives, elles ont donc le droit de tirer les conclusions suivantes:
1° Le serum des lapins vaccinés contre le hog-choléra ne présente pas des propriétés bactéricides ou antitoxiques.
2° Ce même serum ne possède pas le pouvoir d’atténuer la virulence du microbe du choléra.
3° Malgré l'absence de ces propriétés, le serum des lapins vaccinés préserve les lapins neufs contre l'infection mortelle par la bactérie du hog-choléra.
4° Cette propriété préventive ne se trouve pas dans le liquide de l’action provoquée par l’arrêt de la circulation. - B° La propriété bactéricide de l'organisme des lapins vaccinés réside dans les phagocytes. <
8° Les phagocytes jouent un rôle très imporlals dans la résistance des lapins vaccinés.
9 Les phagocytes jouent également un rôle très grand dans la résistance des lapins non vaccinés, mais traités avec le serum préservatif. Il est probable que ce liquide exerce
dans ces conditions une influence stimulante sur les pha- ,gocytes.
Dans une série d’expériences faites avec le hog-choléra par
M. Metchnikof, les conclusions sont les mêmes que celles-ci, soit :
1° Les microbes peuvent se développer sans difficultés . même dans le serum des animaux vaccinés,
2° Les microbes au lieu de s’y atténuer, y acquièrent au contraire une virulence plus grande.
3° Le serum des animaux vaccinés contrele vibrion avicide n’est pas doué d'unépropriété antitoxique et n'empêche pas la formation destoxines microbiennes.
4° Les animaux vaccinés échappent à l'infection grâce à l'efficacité du concours des phagocytes.
(Sanarelli. Défense de l’organisme contre les microbes après vaccination et dans la guérison. Annales Pasteur, mars 1893.) : |
Dans la même publication, Sanarelli attribue au serum préventif et thérapeutique les propriétés suivantes :
1° Le serum des vaccinés est doué de propriétés éminemment préventives.
2 L'inoculation de ce serum aux animaux réussit tou-
jours à prévenir la maladie.
3° Le serum stimule l’activité Sellataite en | provoquant le concours des leucocytes dans la circulation générale et au point d’inoculation.
& La destruction des microbes dans l'organisme traité par le serum préventif s'opère PÈSS par les phagocytes.
5° Le refroidissement du corps paralyse l’action des phagocytes qui ne réagissent plus à la stimulation du serum
préventif, et l’organisme traité succombe inévitablement à l'infection. |
M. Bordet, publiant le résumé de ses travaux dans les Annales de l'institut Pasteur, en 18992, est amené aux mêmes déductions, à savoir : |
4° Pour que la vaccination se D rodie il faut que les leucocytes interviennent d’une façon continue. Lorsqu'ils
n’émigrent pas au point d’inoculation, la sélection ne
na
s'opère pas, et le microbe n’augmente pas en activité. On injecte des vibrions Metchnikovii virulents sous la peau d’un cobaye neuf, l’afflux des leucocytes est très faible, le vibrion obtenu par ce passage n'a pas de caractères spéciaux. Si au contraire on inocule à un cobaye neuf le vibrion atténué, attirant notablement les lcucocytes, la sélection se fait et le microbe a gagné en virulence. Les leucocytes sont les agents actifs de la sélection, ce sont eux qui, éliminant les microbes les moins résistants, épargnent quelque temps les autres et laissant ceux-ci se multiplier produisent le renforcement observé.
2 IL faut que l’afflux des leucocytes se fasse avec mesure, d'une façon ménagée et progressive. Il faut que la sélection ait le temps de se faire.
Dans un autre groupe de recherches sur la chimiotaxie des leucocytes, M. Bordet, en collaboration avec M. Massart (Annales 1891) prouve que certaines manifestations (refroidissement, ablations d'organes importants, comme la rate, par exemple; injection de poudres inertes ou d’autres substances chimiques, certains anasthésiques (chloral) déterminent une chimiotaxie négative, de même certains microbes virulents qui sécrètent des toxines répulsives pour les leucocytes, qui sont ainsi empêchés d’attaquer les microbes et de défendre l'organisme. |
Enfin, citons une étude parue dans les Annales de 1893 intitulée «Les modifications des globules blancs dans les maladies infectieuses, » due à Mie Everard et à MM. Massart et J. Denioor qui concluent ainsi :
Chez les animaux qui survivent il y a d’abord hypoleucocytose puis hyperleucocytose. Les leucocytes se précipitent dans le foie, la rate, la moelle des os, où sont accumulés les poisons.
Chez les animaux qui succombent, l’hypoleucocylose persiste en général et s’accentue jusqu’à la mort.
L'hyperleucocytose est peu marquée quand les cultures sont peu pathogènes.
Lorsque lu mort survient rapidement le stade d'hyperleucocytose manque complètement, le sang s'appauvril Jusqu'au moment de la mort.
Quand la maladie se prolonge, il y a alternative.
Il semble que chez le vacciné il subsiste une certaine hyperleucocytose. L'hypoleucocytose est moins accentuée que chez les neufs.
Il est temps de conclure et de dire :
A Il y a chez les animaux d’expérience soumis à une vaccination ou à une intoxication par les toxines végétales supérieures (abrine et ricine), bactériennes (diphtérie et tétanos), et animale (venin de cobra de capello) des réactions leucocytaires manifestes ;
20 Les réactions des leucocytes sont différentes suivant qu’on considère un animal en vaccination,
s Un animal vacciné,
Ou un animal témoin.
a) L'Animal en vaccination subit pendant toute la durée de la vaccination une hyperleucocytose progressive qui s’atténue lentement. |
b) L’Animal vacciné, subissant une intoxication mortelle réagit moins ou plus suivant qu’il a été plus ou moins éprouvé, il réagit toujours en hyperleucocytose quelque légère soit-elle, souvent il reste au même chiftre et ne s’abaisse jamais à des proportions notables.
AC L'Animal témoin, subissant une intoxication mortelle, présente une hypoleucocytose constante ; cette réaction est progressive jusqu'à la mort, si celle-ci a lieu en moins de
AO
20 heures après l'injection, elle est soumis à des oscillations
très étendues pour se terminer en hyperleucocytose à la mort (au bout de 1 à 4 jours).
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Après les résultats acquis antérieurement à nos travaux, nous sommes en droit de les confirmer en avançant que: 1° Les leucocytes jouent un rôle important dans les 2n{ox1cations ; 2° L’hyperleucocytose progressive et régulière est d’un pronostic favorable ; 3° L’hypoleucocytose progressive est d’un pronostic défavorable ; 4° Les oscillations, plus ou moins, nombreuses en hyÿperleucocytose et en hypoleucocytose sont l'indice d’une mort certaine, mais plus lente.
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