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III. Spectroscopie de l’urine et des pigments
INTUODÜCTION
Ce troisième uitle-mémoiie termine mon ex- ]»osé général de la speclroscopie biologique en complétant la speclroscopie des humeurs, des produits médiats et des pigments des animaux.
Deux chapitres traitent des pigments de l’iirine: les urohilines, normales ou pathologiques, Turospectrine et l'indican, l’urohématoporphyrine, les divers chromogènes de l’urine ; et de la spectroscopie de Turlne méthodiquement pratiquée pour faire reconnaître les pigments accidentels.
La stercohiline est le produit médiat le plus important et le plus particulièrement étudié.
Le IV* chapitre consacré aux pigments en général, montre que les résultats complexes d’analyses des pigments ayant des origines fort diverses, peuvent maintenant être groupés en des divisions naturelles, et que cette classification, provisoire on certains points, présente dos carac-
niAPHANOMETRIE DU SANG ET DU LAIT
tûres naturels, déterminés par l’analyse spectroscopique. J’ai cru nécessaire de compléter les notions techniques distribuées ça et là dans les deux premiers volumes par une série de docAinienls leehniques sur l’éclairage dans les analyses spectroscopiques, sur les appareils ])Our l’examen dés humeurs avec une éjiaisseur variable. J’ai, sous le titre de microsjiectroscopie, décrit des procédés qui permettent de comparer, de contrôler et de compléter les observations par l’emiilol simultané du microscope et du spectroscope an moyen des dispositifs les plus simples.
L’bématoscope que j’ai inventé présente des applications fort intéressantes pour l’examen chromométrique, ou mieux, diapbanométrique du sang; il m’a paru nécessaire d’exposer ce procédé ([ui utilise mes cuves bématoscopiques, et constitue, dans la prati(|ue de riiématospectroscople, un moyen de contrôle.
L'bématoscope jieut servir à l’élude diapbanoscopique du lait, et la simplicité de ce procédé de lacloscopie ou d'analyse du lait mérite ([u’il soit vulgarisé parmi les médecins, c’est pourquoi je l’ai décrit en y ajoutant les résultats qui en démontrent l’utilité pratique.
Je n’ai point voulu traiter de la spGctro])bolo-
srECTHOrHOTOMÈTRE DIFFERENTIEL
métrie, parce que les méthodes qu'elle comporte nécessitent des appareils compliqués et ces méthodes ressortissent des laboratoires spéciaux. Les procédés d’examen spectroscopique direct (jue j’ai exposés, suffiront aux premières études de spectroscopie, et je ne crains pas d’ajouter que le spectroscope à vision directe avec tes j)rocédés d’analyse qu’il comporte est le véritable instrument pratique en spectroscopie biologique. Manié mélbodiquement et avec persévérance il devient rapidement un instrument d’analyse précis et d’une sensibilité qui peut même être comparée à celle de la plupart des spectropbotomètres.
.l’ai néanmoins donné la description du spectropbotomètre diiïérontiel de d’Arsonval, parce (jue la simplicité de sa construction, son utilisation comme photomètre et comme spectrophotomètre, eu font l’ajipareil de laboratoire le plus simple et le plus pratique j)arrni les instruments similaires.
La bibliographie occupe une large place dans ce volume, mais elle a été faite à un point de vue méthodique, qui, je l’espère, sera apprécié par ceux qui voudront poursuivre les études spectroscopiques, elle comprend d’ailleurs tous les travaux cités dans les trois aide-mémoire de
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sj)eclroscüpie biologique, avec des indications complémentaires.
.Te crois avoir atteint le but que je me suis proposé, de démontrer que la spectroscopie biologique constitue l’une des parties les plus importantes de la physique biologique par ses méthodes, par l’étendue des objets qu’elle étudie, et ses applications à la physiologie générale, la zoologie et la médecine, et, de plus, que la technique de la spectroscopie jæut être restreinte à des procédés très simples. C’est ainsi que, |)Onr l’élude du sang, l’e-vamen spectroscopique avec mes procédés apporte au médecin des données précises, faciles à multiplier et dont les résultats offrent une importance indéniable, pour la thérapeutique, la pathologie générale et la médecine légale.
Ces trois volumes réunis constituent une sorte de manuel de spectroscopie biologique qui n’a ]»as d’analogue, et dans lequel j’ai pris à làcbe de n’indi quel' (jue les notions les plus certaines et dont j’ai pu, pour le plus grand nomlire, faire le contrôle.
En rapprochant dans la plupart de ces chapitres les propriétés chimiques et les notions de l’ordre de la physiologie générale ou même spéciale à certains organes, qui complètent les re-
CONCLUSIONS
clierches tie l’analyse spectroscojiique, j’ai voulu démontrer par des faits et des applications directes l’utilité et la nécessité de rattacher tous ces modes d’anal vse au faisceau des sciences
biologiques et je crois pouvoir établir, en d’autres termes, les conclusions suivantes :
La spectroscopie biologique doit être enseignée aux débuts des études médicales ou des sciences naturelles, en même temps que la microscopie, comme un moyen physique d’analyse qui élargit le cbaiu|) de nos sensations lumineuses, puisque tout ce qui est coloré est du domaine de la spectroscopie et présente des phénomènes d’absorption dans le spectre visible et même dans les extrémités du sceptre inappréciables à notre vue. L’analyse spectroscopique donne des connaissances spéciales, applicables à la physiologie et à la pathologie, elle est pour le médecin un moyen de vérification pratique de l’action des médicaments sur le sang et sur l’activité des échanges dans l’organisme, elle est aussi un procédé de contrôle et par conséquent un guide précieux jiour les médications.
Plus tard, enfin, à l’àge où notre esprit fait retour sur « le chemin parcouru dans notre lutte constante jiour la conservation de la vie, ce but essentiellement humanitaire de la méd(*-
CONCLUSIONS
ciiic », alors que nous aimons à méditer sur les grandes lois générales, la spectroscopie nous attire vers l’étude syniliélique et philosophique des prohlèmes les plus élevés de la science de la Vie, renouvelant ainsi les ardentes aspirations de notre jeunesse.
En terminant ce livre, je dois remercier M. le !)'■ Tripet de la constante assistance qu’il m’a donnée dans mes démonstrations et mes travaux de laboratoire, et M. le D"" Marcel Labhé pour ses dessins spectroscopiques qu’il a exécutés sous ma direction avec la ])lus grande exactitude, dans ces trois volumes.
CHAPITRE PREMIER
Sl’KGTKOSCOPIE DE L’UHI.NE. EKODIUNES
I/un'ne pi’éseiitG ù l’état normal une coloration jaune ambrée ou jaune cilron plus ou moins foncée, passant au rouge jaune, variable suivant les diverses heures de l’émission, et dans des conditions pliyslologirpies déterminées; mais sous rinlluence des états pathologicpies ou de l’absorption de certains médicaments, dans les empoisonnements, l’urine offre les colorations les plus variées, c’est pourquoi Vogel, dans son échelle des couleurs de l’urine, a divisé les nuances de coloration de l’iirine en trois groupes. L’urine jaune à laquelle appartiennent les nuances jaune pâle, jaune clair, jaune; l’urine rouge avec les nuances jaune rouge, rouge jaune et rouge ; enfin l’urine brune avec les nuances brun rouge, rouge brun, brun
COLORATION 1)K l’l'HINF.
noir; or, celle échelle est loin de comprendre toutes les teintes telles que la coloralion noire dans la mélanurie, la coloration verdâtre ou brun pâle des urines ictériques, les colorations spéciales dues à certains médicaments, la rhubarbe, le séné, le bois de campêcbe, le café, la térébenthine, le goudron, l’hydroquinone, l’arbutine, la naphtaline, la fuchsine, l’alizarine, le carmin, la santonine. Cette simple énumération montre qu’il y a de nombreux sujets d’observation dans la speclroscopie de l’urine. Je n'y ajouterai pas môme la liste complète de tous les pigments et des matières colorantes que les chimistes ont décrites, et dont la synonymie est fort complexe, mais je me contenterai de résumer les résultats les plus précis qui peuvent intéresser rurologie, au point de vue de la séméiologie prati(|ue, de la pathologie générale, et de la physiologie générale de la nutrition.
11 est difticile d'établir une classilication naturelle des matières colorantes de Turine, cependant, l’on peut distinguer entre elles trois groupes principaux, les pigjuents colorants normaux de Turine, les pigments ayant une origine anormale, et les pigments accidentels dus à l’excrétion par les reins d’une substance colorante ingérée et absorbée dans l'intestin.
CHROMOOKNES
Les pigments anormaux présenttnit une analogie de composition et d’origine avec les pigments normaux de l’iirine et d’autres pigments tels que ceux de la bile et du sang, qui rendent quelquefois indécise la limite entre ces deux groupes. C’est ainsi que l’indogène, l’iirocrvthrine, ont pu être considérés j)endant longtemps comme n’existant pas dans l’état de santé normal, ou bien que l’hématoporpliyrine pigment anormal peut se rencontrer en très petites quantités à l’état normal; l’urobiline normale et les urobilines pathologiques ont été d’abord analysées et dosées sans qu’on les distinguât entre elles comme il est possible de le faire actuellement. Mais il existe dans le mode d’origine des pigments urinaires proprement dits, un caractère commun oilrantune grande importance, c’est-àdire que les pigments urinaires sont jiroduits par des substances cbrornogènes éliminées par les reins. Ces cbrornogènes, qui peuvent d’ailleurs avoir une coloration faible, produisent jiar leur exposition à l’air, par divers réactifs et [irobablement aussi piuidant leur évolution à travers les voies urinaires (les bassinets et la vessie), des pigments particuliers, dont les divers degrés d’oxydation sont l’origine des nombreuses substances colorantes qui ont été décrites par les
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chimistes et dont les propriétés spectroscopiques présentent une analogie très évidente.
Le tableau suivant est un essai de classification répondant à ces considérations :
ANORMALES
[D'orif/ine pathologique)
Uroérythriue.
Urobilines pathologiques.
Urobémiitoporpbyrine.
Pigments biliaires (Gholécyanine-Bilirubine).
Pigments du sang (Hémoglobine et ses dérivés),
ACCinENTELl.ES
Pigments de la santoniiie, de l’indigo, de l’alizarine, de la garance, de la rhubarbe, du séné, du bois de campêcbe, des carottes ou caroltine, des mûres, des cerises, du café.
Réactions colorées de l’antipyrine, de l’acide salicylique, de la thalline, de l’hydroquinone, du naphtol, etc.
UHOUILINE
Urobiline (C^4l^®Az*0'). — Le pirjment jaune ou urobiline, qu’il serait préférable de dénommer urochroine avec Gauthier, a été l'objet d’un nombre considérable d’études, il présente des réactions spectroscopiques caractéristiques.
Lorsque l’urine est fortement colorée, et (]u’elle contient une dose élevée d’urobiline, on peut conslaler directement les caractères spec- } Iroscopiques en examinant l’urine avec un simple spectroscope à vision directe, et à l’aide de certains réactifs.
l.es urines qui renferment de l’urobiline en forte proportion présentent une coloration brun rougeâtre (|ui ressemble à celle des urines iclériques. Gubler les avait appelées urines hémaphéiijues et avait signalé lacoloraliun légèrement ictérique des téguments qui les accompagnait, caraclérisant l’ictère hémapliéique et l’ictère des nouveau-nés.
Il est maintenant démontré que cette coloration des tégurnenlsa une origine plus coni[)lexe, et peut étz’e produite par d’autres pigments, et principalement le pigment biliaire. Néanmoins, c’est habituellement la coloration anormale foncée de l’urine qui donne l’indication d’y rechercher l’urobiline pathologique. Dans la plupart des recherches faites antérieurement à celles
PROCKDK nE MÉHU
de Miic-Munn, l'on s’est conleiilé d’apprécier la quantité d’urobiline avec les caractères de ce pigment tels qu’on les connaissait, mais désormais la distinction doit être plus parfaite si l’on veut obtenir des résultats applicables soit à la pathologie générale ou simplement à la séméiologie de l’urine.
Le procédé de Salkuwski est le plus simple qui permette de retrouver le spectre de l’urobillne, même lorsque l’urine ne le montre pas à l’examen direct.
On agite 5o à loo centimètres cubes d’urine avec partie égale d’éther pur ne contenant ni alcool ni acide, on sépare l'exti’ait éthéré dans un entonnoir à robinet, et l’on y ajoute quelques centimètres cubes d’alcool. La solution est jaune et présente une Iluorescence verte et la bande caractéristique de l’urobiline.
Le procédé de Méhu permet de j)réparer de j)lus grandes quantités et enfin d’isoler l’urobillne pure. L’urine est acidulée avec i à 2 graiiimes d’acide sulfurique par litre, et mélangée avec du sulfate d’ammoniaque pur eu excès. 11 faut presque autant de sulfate d’ammoniaque que d’urine, on agile le mélange longtemps et l’on observe déjà des flocons ocracés du pigment, on filtre, et le liquide doit ressortir
PROCÉDÉ DE MAC-MUffN
incolore si on a enlevé lout le pigment. Le filtre contient encore l’excès de sulfate d’ammoniaque mélangé avec le pigment ; il est essoré entre des feuilles de papier filtre et desséché. On sépare le pigment au moyen de l’alcool absolu, et l’on obtient une solution d’urobiline jaune, rouge, suivant la condensation. Pour isoler Turobiline pure, on évapore et on redissout par l'alcool absolu. Ce procédé a été utilisé pour le dosage de Turobiline par Viglezio, ainsi ({u’on le verra plus loin (p. 23).
Le 'procédé de Mac-Mimn est préférable pour l’étude des variétés de l’urobiline et des pigments pathologiques. L’urine est filtrée sur l’acétate et le sous-acétate de plomb ; le précipité est traité par un mélange d’alcool rectifié 68 parties, et d’acide sulfurique, 12 parties. La solution alcoolique est diluée avec de l’eau distillée puis agitée avec du chloroforme qui dissout le pigment, cette solution est recueillie au moyen d’un entonnoir à séparation et pour obtenir le pigment pur, il suffit de l’évaporer à la température ordinaire.
Le procédé plus récent de Studensky, qui peut être utilisé pour l’analyse quantitative de l’iirobiline, consiste à agir sur 20 centimètres cubes d’urine à laquelle on ajoute 2 centimètres
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caractèhes de l’urobiline
cubes d’une solution de sulfate de cuivre saturée à froid, puis du sulfate d’arninouiaque cristallisé jusqu’à saturation, etenlin lo centimètres cubes de chloroforme; on agite plusieurs minutes et il se fait une couche de chloroforme colorée en rouge que l’on sépare avec l’entonnoir à robinet. Si l’on a des solutions graduées d’avance, on peut apprécier l'intensilé de la couleur et par comparaison doser l’urobiline.
Caractères de l’urobiline. — Quel que soit le procédé emplo}’é, nu n'a |ni obtenir l’urobiliue cristallisée, elle se présente sous forme de poudre amorphe jaune brun avec rellets verdâtres. Elle est facilement soluble dans l’alcool, le chloroforme, les acides, l'eau acidulée, soluble en partie dans l’éther, la benzine.
Les solutions d’urobiline sont jilus ou moins jaunes ou même jaune orangé dans l’alcool, rouges ou rouge cramoisi dans le chloroforme, elles jaunissent sous riullueuce des alcalis et rougissent par l’action du chlorure de zinc. Elles présentent, lorsqu’elles sont additionnées d'ammoniaque puis traitées par une petite quantité de solution de chlorure de zinc au centième, une Iluorescence verte très prononcée, avec aspect dichroïque, qui est caractéristique.
Les réactions spectroscopiques de l’urobiline
SPECTRES DE L l’ROBlLlNE
sont très nettes, celle ({ni domine est l’existence d’une bande d’absorj)lion située dans le vert et le bleu cyam>, entre la raie b et la raie F. Celte bande est située entre 5io X et 485 À, c’est-àdire laisse un léger espace entre la raie b et son bord gauche, et elle ])eut dépasser la raie F à droite. Les bords du spectre sont un [)eu moins foncés ({ue la j)artie centrale qui est située vers joo X, c’est-à-dire plus |)rès de F que de b [fig. i).
Ce spectre s’observe dans l’urine acide, et dans
dBCO E/i F G
Fiij. 1 — S|>8clres di; l'urobiline.
Sjiectre siipérivur. — Urobiline en solution alcoolique, ililiiée.
Spectre inférieur. — Urobiline traitée par rammoniaque et le, cdlorure île zinc. Ua bande à droite de R est constante. — Ues bandes près de C et sur 1» sont c.xceptionncllcs (Mae-Munn).
les solutions d’urobiline diluées, acides, c’est-àdire aux deux centièmes environ et mé-ine moins, tandis que dans les solutions très concentrées, |jar exemple au dixième, à une épaisseur d'un centimètre, on ne voit dans le s|)ectre que l’orangé et le jaune et le jaune vert, il y a de H à C
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obscurité moindre et du milieu de la plage D à E jusqu’à E une demi-obscurité mais les autres plages sont tout à fait obscures.
Lorsqu'on rend les solutions alcalines et surtout en y ajoutant de l’ammoniaque et du cblorure de zinc, la bande est déplacée, elle se porle vers h et E, c’est-à-dire environ entre 5io et 5 17, celte bande a d’ailleurs une obscurité moindre que la précédente.
Un peut encore constater ce phénomène dans les urines contenant une forte proportion d’urobiline en y ajoutant de l’ammoniaque et du cblorure de zinc.
En plus de la large bande caractéristique de l’urobiline normale, Mac-Munn a signalé l’apparition dans le spectre de l’urobiline isolée et redissoule dans l’alcool, puis traitée par l’ammoniaque et le cblorure de zinc, deu.x bandes supplémenlaires, la première, à droite de G très légère, la seconde des deux cotés de D. Elles sont distinctes des réactions très analogues de l’urobiline pathologique. Elles sont représentées dans le spectre inférieur de la fig. 1 d’après Mac-Munn et suivant notre échelle.
Une troisième réaction dont Bogoinoloiï a montré l’imporlance consiste à rendre neutres les solutions alcalines d’urobiline en y ajoutant
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du sulfale de fer, on peut alors en exlraire, au moyen du chloroforme, une subslance de couleur cramoisie cjui présente une bande étroite située au niveau de la raie E.
En ajoutant à celte solution de nouveau un alcali, elle change de couleur, de^^’^enant rouge jaune, et l'on y retrouve la bande primitive de h à E.
Enfin cette solution alcaline, étant neutralisée et acidifiée par l’acide acétique, devient jaune rouge, et présente alors la bande caractéristique de rurobiline entre h et F. Au début de cette dernière réaction la bande entre 6 et F est à peine aussi obscure que la bande située en E, mais celle ci s’alîaiblit, disparaît, tandis que la bande entre h et F devient plus nette.
BogomolofT a déduit de cette propriété un moyen de doser l’iirobiline (voir p. 28),
Dosage de l'urobiline. — Ea recherche de l’urobiline dans l’urine peut être faite par l’examen direct avec le speclroscope, et si l’on examine l’urine dans des tubes plus ou moins profonds ou plus ou moins larges on peut apprécier approximativement la quantité d’urobiline contenue dans l’urine, mais pour une analyse plus exacte, il faut un procédé plus rigoureux. On doit se proposer de résoudre le problème
Tl
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suivant : à quelle épaisseur peut-on observer nettement le phénomène de la bande caractéristique? Et alors on en déduira la quantité d’urobiline, à l’aide de tables établies d’avance.
Le phénomène de la bande uni(jue entre h et Fs’il n’y a pas dans l’urine de pigments biliaires est assez facilement délimité, c’est ainsi qu’on peut rechercher l’épaisseur où l’urine est assez colorée pour que tout l’espace en h et F soit obscur, sauf un léger espace entre h et le bord gauche de la bande de l'urobiline, c’est-à-dire entre 5i5 et 485 À.
Pour apprécier l’épaisseur de l’urine à laquelle s’observe nettement le phénomène de la bande unique caractéristique de rurobiline, je me suis depuis longtemps servi d’une éj)rouvette graduée à fond bien plat ou d’un godet gradué ])lacé sur un miroir incliné, puis d’une indigotière ou vase prismatique à faces bien planes portant une graduation correspondante à une échelle construite empiriquement ; cet appareil fort simple, donne des épaisseurs graduellement progressives. On a employé dans le même but les spectroscopes à épaisseur variable de Moitessier, celui d’Yvon (voir Cbap. Y).
Tous ces instruments ont le défaut de ne pas j)ermeltre l’examen de grandes épaisseurs
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(l'urine, .l’ai essayé de les remplacer par un urosp('clroscope (pii permet d’examiner l’urine à des épaisseurs de i à lo centimètres, et plus récemment riautrelet a établi un urobilinimètre ou pigmentornètre reposant sur des principes analogues, mais oITrant une disposition toute nouvelle cpii rend plus facile la lecture des épaisseurs et l’ajipréciation de la (piantité d’urobiline (*).
.Malheureusement, tous ces procédés sont passibles des mômes objections, ils peuvent être employés avec utilité entre des mains exercées, pour l’urobiline en solutions, mais ils ne donnent pas dos indications rigoureuses pour l’urine où les phénomènes sont bien moins nets et où ils sont souvent obscurcis par la présence de divers pigments; il faut donc leur préférer des procédés plus exacts rpii consistent à isoler l’iirobiline. FjO plus simple est colle de Viglezio.
Procédé de Viglezio. — On prend 3oo centimètres cubes d’urine fraîche, acidifiée avec acide acélirjue, ou acide sulfurique, elle est saturée de sulfate d’ammoniaque (environ 23o à
(1) G.vuthelet. — Tcchnolofjie de l’urohiline. Essai de spect.)'osco2^ie urolofjique. Revue des maladies de la nutrition, p. /(8r, (ôo, i8()() et p. ,'|0, loli, 170 et 85o, iüu, 1897.
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î4o grammes). On agile pendant une heure et on fillre ; le filtrat ne doit plus donner de trace d’urobiline à l’e.xamen spectroscopique direct. On lave le j)récipilé plusieurs fois avec une solution saturée de sulfate d’ammoniaque, et enfin on laisse dessécher. Le pigment est alors recueilli au moven de l’alcool, loo à 3oo centimètres cubes.
La solution est disposée dans une pipette de Mohr graduée en centièmes de centimètres cubes.
On met ensuite dans une petite cuvette contenant 10 centimètres cubes d’alcool à 6o°, deux gouttes d’ammoniaque et deux gouttes d’une solution de chlorure de zinc à i ou a On y fait alors écouler la solution d’urobiline jusqu’à ce que l’on puisse constater l’apparition de la Iluorescence dans la petite cuvette et on note la quantité de la solution ; en laissant encore écouler du liquide (deux à trois fols plus), on peut constater l’apparition de la bande entre h et F. Les deux cbill’res servent à déterminer la quantité d 'urobiline, d’ajirès une formule établie par Viglezlo f') au moyen de dosages d’urobiline
(') ViGi.Ezio. — Siilln }Mtof/enrsi delVurohUinurid , Lo Sperimenlale. Anno XLV, i5 .septembre i.Spi. Memorie originali, P'ascicoli III et IV.
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préparée par la méthode de Jaffé et en solution il
lOO
Pour obtenir la fluorescence, il a employé O'"™ ,o5 de la solution et, pour la production de la bande caractéristique, ,17.
La formule arithmétique est simple, x désignant la quantité d’urobiline contenue dans 5oo centimètres cubes d’urine et n le nombre de centièmes de centimètres cubes nécessaires pour produire la bande caractéristique, la quantité d’urobiline contenue dans la solution et par conséquent dans l’urine est donnée par la formule
æ = . Si l’on a pris sur 5oo centimètres
cubes d’extrait alcoolique, pour obtenir la réaction, 0,1 5 ou i5 centièmes de centimètres cubes
Dans la pratique, le mode de dosage est également basé sur la production de la fluoréscence. L examen spectroscopique est em[)loyé comme moyen d’analyse plus rigoureuse.
Par ce procédé, Viglezlo a pu constater dos variations dans la quantité d’urobiline deof''',()(j à et même 0,82 maxirna et 0,001 à 0,01
dans les minima, soit un rapport de 1 à 60, mais les minima correspondent plutêt à l’état
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normal, dont la moyenne serait environ de o,3 à 0,4 par litre.
Les plus grandes quantités d’urobiline (0,82) ont été rencontrées dans un cas de rhumatisme et 0,60 dans un cas de cancer de l’estomac, avec anémie cachectique (1 700 000 globules rouges, (jbserv. 33, p. 252). Dans un cas de purpura hémorrhagi([ue, la quantité totale a été de 0,01 4, c’est à peu prés le minimum. Dans la cbloroanémie, les quantités varient entre o,iG, o,i<). Dans rancbylostomoanémle, elle a été de 0,18. Dans un cas d’anémie pernicieuse avec 2800000 globules, de 0,26, elle est descendue à
Les variations de rurobillne dans l’infection malarique est fort intéressante à étudier ; en elfet, dans un cas de fièvre tierce, Yiglezio observa les cbilfres suivants :
Dans les douze lieures suivant
un jn’euiior accès ....
0,l6iS (rui'ol)illiie
Dans les douze heures précédant l’accès suivant . . .
o.uôu //
Dans les douze heures de la période fébrile
o.b.io n
Dans les douze heures suivant l’accès
La quantité totale d’urobiline excrétée vingt-quatre heures après l’accès atteint le chitl're considérable de
UROlULINUHIE
L’iirobilintirie esl coiislanlo dans le rliiiiuatisme où la quanlilé lolale quotidienne a varié, suivant les cas, entre 0,22, o,i4, 0,12. Dans un cas de pleuro-péricardite avec jnieumonie, elle s’est élevée à o»%()07.
Celte observation démontre (*) que l’augmenlalion de Turobiline n’est pas en relation avec l’élévation de la lièvre, et encore moins une lésion du foie. L’urobilinurie est déjà plus forte dans les heures qui précèdent l’accès et nous savons qu’à ce moment les plasmodes pouvant s’introduire dans les globules du sang ne les détruisent pas encore, Au rnoinentoù les plasmodes se rendent libres dans le sang, le frisson survient, la température s’élève et la production trurobiline s’exagère; or, dans celle période, il y a non seulement accumulation des globules du sang altérés dans la rate, la moelle des os, les glandes lymphatiques, mais aussi une quanlilé énorme de détritus pigmentaires et de fragments des globules qui encombrent la circulation dans ces organes et diminuent l’élaboration et l’élimiiuilion du pigment sanguin.
Les antipyrétiques diminuent la j)roduction de l’urobiline, par exemple l’exalgine, l’antipy-
(I) V^GLliZIO. — Loc. vit..
.MÉTHODE DE BOGOMOLOFF
rine, la phéiiacéline ont diminué la quanlile d’urobiline, 6 grammes de salicylate de soude dans le rhumatisme ont fait tomber la quantité d’urobiline de 0,12 à o^‘’,oo9.
En résumé, si Viglezio attribue 1 urobilinurie à l’hémolyse, c’est-à-dire à l’e.xagération des causes de la destruction des globules, les altérations du foie ne sont pas pour lui la cause directe de rurobilinurie (voir p. 4o).
La Méthode de Bogomoloff (voir p. 20) est basée, d’une part, sur les dilférences de coloration et de réactions spectroscopiques que présente l’urine contenant de l’urobiline pathologique. Lorsque l’urine est colorée en vert émeraude par une solution de sulfate de cuivre, elle donne un trouble brun jaunâtre. Si la réaction est acide le chloroforme en extrait une matière couleur jaune rouge présentant une bande entre h et F. Si l’urine est alcaline le trouble est rouge cramoisi, et avec le chloroforme, on en extrait une matière colorante rouge cramoisi avec une bande entre E et F. 11 est vraisemblable que, dans ces réactions, le sulfate de cuivre sépare l’urobiline de sa combinaison avec les phosphates. En ajoutant à ces phénomènes, la notion de la faible acidité de l’nrobiline, l’auteur s’est proposé de la titrer
EXAMEN SPECTROSCOPIQUE
coimne un acide. Comme indicateurs de Tapparilion de la réaction Bogomololï emploie la couleur et l’analyse spectroscopi(jue et, d’autre part, les modiücations de ces réactions avec le sullate de cuivre et le chlorure de zinc.
L’acidité de l’urobiline est dix fois plus faible que celle de l’acide oxalique, par conséquent, en employant la solution centinormale de soude, il en faudra pour saturer is*" d’urobiline dix fois moins que pour i d’acide oxalique.
Comme l’urobiline reste en solution avec les phosphates, il faut d’abord précipiter les phosphates par la solution de soude, la quantité de cette solution nécessaire pour amener la neutralisation de l’urine fait, d’une part, déterminer l’acidité totale de l’urine; et, d’autre part, la quantité de soude nécessaire pour rendre alcaline celte urine neutralisée donnera la quantité d’urobiline.
l’our faire l’examen spectroscopique, on remplit deux petites éprouvettes graduées ou godets gradués, de i à 2 centimètres de diamètre, on verse dans chacun de ces récipients une quantité égale d’urine, puis on verse goutte à goutte dans l’un d’eux la solution centinormale de soude, on essaie la réaction jusqu’à ce qu’elle devienne neutre, on note la quantité employée. A ce
RKACTJON CHIXIKJÜK
moment on ajoute avec le plus grand soin la solulion alcaline pour obtenir de nouveau la l’éaction alcaline. Aussitôt que celle-ci est obtenue, l’urine prend une coloration verdâtre et I on voit apparaître avec le speclroscope, la batide d’absorption de l’urobiline alcaline. On peut comme moyen de contrôle faire la détermination sans spectioscope ; pour cela, on ajoute à Turine, du cbloroforme et loi'squ’elle est rendue acide l’on y ajoute quelques gouttes d’une solulion de sulfate de cuivre à 0,1 Vo» le chloroforme se colore en rouge cramoisi.
tJn reprend celte mixture et on la neutralise, elle est filtrée et rendue alcaline. Au moment où l’urine devient alcaline, elle prend une coloration verdâtre. Additionnée d’une solution de chlorure de zinc elle est verte, tandis qu’elle devient rouge vif par le sulfate de cuivre. Si l’on a noté la quantité de centimètres cubes de la solulion titrée cenlinormale nécessaiie pour rendre alcaline l’urine neutralisée, en multipliant par le coefficient (),ooo63 le cbilTre des centimètres cubes, on a la quantité d’urobiline contenue dans la quantité d’urine employée pour l’analyse.
hç procédé de Denioès consiste à isoler l’urobiline des autres pigments de l’urine. 11 emploie
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le sullate niercuri([iie préparé de la manière suivante :
Oxyde merciirique .... à grammes
Acide sulfurique ui centimètres cubes
l'-au parties
mêler Tacide et l’oan, puis ajouter l’oxyde mereurique qui se dissoudra par agitation.
M. Denigès a donné le résumé des résultats de ses recherches (') dans les termes qui suivent :
Avec des solutions aqueuses d’urobiline pure, additionnées de quantités suftisantes d’eau distillée, ou bien avec des urines biliaires intercejdant toute lumière à partir du jaune sous une épaisseur de 2 centimètres, la bande d’absorption, après traitement par le sulfate mercurique et filtration, a présenté la même intensité que celle de la solution aqueuse d’urobiline type amenée par addition d’eau au même degré de dilution.
On peut donc cfl’ectuer facilement en utilisant ce procédé, non seulement la recherche, mais un dosage spectropbotométrique de l’urobiline.
Dans la pratique, on opérera la séparation
(ij Société de biolof/ie, 20 mars 1M97, p. «Sq.
32 UflOBILlNES PATHOLOGIQUES
des coloranis étrangers en ajoutant à Turine (à 10 centimètres cubes, par exemple) la moitié de son volume (5 centimètres cubes) du réactif mercurique, on agitera puis on filtrera au bout de cinq à six minutes afin de séparer les combinaisons mercuriques insolubles formées. La liqueur claire se prêtera, dès lors, à l’examen spectroscopique. Si elle se troublait au bout de quelque temps, on filtrerait à nouveau.
L’auteur n’indique pas quelle est l’action du réactif sur les urobilines pathologiques ni sur l’urobématoporpbyrine, mais ce procédé, qui permet de séparer Turobiline, des pigments biliaires, présente une réelle utilité.
Urobilines pathologiques. — La plupart des auteurs qui ont rechercbé ou dosé l’urobiline considéraient ce pigment comme le plus important de ceux de l’urine, et longtemps on s’est contenté du dosage de rurobiline reconnue à sa bande caractéristique et à 1a fluorescence. Mac-Munn, en i88o, a démontré que l’étude de l’urobiline est beaucoup plus complexe dans les états pathologiques, les états fébriles plus particulièrement, et il a défini les caractères des modifications pathologiques de l’urobiline, sous le nom A'urohiline fébrile, puis une transformation fort importante de ce pigment en urohéma-
UKOlilUNE l'A l llOLOülgUE
toj)0)'phi/rifte, en lin il cxislerait encore une urohiUne anormale intermédiaire entre ces (leux cl(>rivés. Nous ne siuirions mieux exposer les modes de prépuralions et les caractères spectroscopi(}ues de rurobiline b'dDri le qu’en donnant l’analyse d’une dos premières observations de Mac-Mu nn .
Urobiline pathologique dans un cas de péritonite tuberculeuse (^). — L’urine avait une coloration orangée. Elle montrait une bande en F de 002 à 4/9 s’étendant à une plus grande épaisseur de 5o4 à 47^ Traitée par l’acétate et le sous-acétate de plomb, elle donne un précipité sur lequel on verse de l’alcool additionné d’acide sulfurique (12 II-SO’' pour 68 alcool).
Le liltrat rouge foncé montra une faible bande en D, une autre entre D et E et une bande noire en F. Cette dernière offrit cette particnlarité commune d’ailleurs avec rhydrobilind)ine, la stercobiline et l’urobiline biliaire, à savoir qu’elle présentait une obscurité diminuant graduellement, mais sur une étendue égale à la
(•) Mac-Munn. — Journal of Phy.'iiolofjii, vol. X, page 7Ô. On thc orif/in of urohematoporjihyrin and of normaland pathological urohilin in thc organism . U'ith Five Chart of upcctra (PI. X à XlVj.
llE.'iotQur — Speclroscopie liioiogiijup, III
IIHOBILINE l'ATIlOLOGlQUE
piU'Iie lu pins noire de la bande, dépassant F vers le violet. Ce li(iuide dilué avec de l’ean cl agité avec du chloroforine, donna un extrait chloroformique du ]»iginenl coloré en rouge <jni par l’évaporation à la lemj)éralure de l’air ambiant laissa déposer le pigment sous forme de substance amorphe d'un brun rougeâtre, soluble dans les dissolvants ordinaires de l’urobiline.
La solution chloroformique présentant une couleur rouge foncé, montrait une bande devant D, une dans le vert en outre de la bande à F. La première environ G 19 à 591 X, la seconde 5G7 à 547 X, la bande noire la plus proche du violet occupait de 017 à 4^4 dans une solution concentrée. Ce qui est une grande largeur que l’on ne rencontre pas dans l’urobiline normale.
La solution alcoolique avait une belle coloration de vin rouge, et montrait une bande à D, une autre dans le vert et enfin la bande noire à F. La première située de G07 à 687 X, la seconde de 577 à 55‘a, et celle à F en solution moins concentrée que la ])récédenle, de 5o4 à 477 X avec sa partie la plus foncée de 5oi à
L’action de l’ammoniaque sur celte solution est digne d’attention, elle produisit ([uatre bandes
CAHACTERES SPECTRUSCOPIQUES
avHul une très grande ressemblance avec celles de rurohématoj)orpliyrine alcaline, ce qui ne se présente cerlainement pus dans une solution d’iiydrobilirnbine, en même lem])s la bande de l’urobiline en V disparut complètement, le liquide devenant d’une couleur plus claire. La bande étroite et faiblement obscure dans le rouge, étendue de 625 à 6i5 À, n’était perceptible (ju’à une forte épaisseur de liquide, l’obscurité commençant avant la deuxième bande à environ 5()7 À s’étendait à 58i /, à partir de ce point, la seconde bande devenait plus foncée, s’étendant jusqu’à 5Go À. La troisième bande était située à 5(i() À, la quatrième de 542 à 52 1
l.a disparition totale de la bande à F distingue tout à fait celte matière colorante de l’iirobématoporpbyrine.
En ajoutant du cblorure de zinc à la solution alcoolique ammoniacale et filtrant, on percevait une splendide fluorescence verte et de nouvelles bandes se montraient, f^e spectre obtenu avec une couche épaisse de liquide {>résente une première bande étendue de 653 à 622 À, la seconde de 587 à 567,5 X dans sa partie la plus foncée, et la troisième bande dans une couche éj)aisse et fort large, d’environ 5i8,5 à 47>3 À, tandis (jue, pour une éj>aisseur [dus faible, elle
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s’étendait de 5ij à a, La j)artie la j)lus noire de cette bande était dn côté du ronge, la partie située vers le violet se terminait par une dégradation prolongée, ce qui est une distinction caractéristique entre l’urobiline normale et l’urobiline pathologique.
L’bydroxyde de sodium ajouté à une solution alcoolique produit un précipité, mais après liltralion la solution a une couleur orangée, et alors le spectre présente les modifications suivantes : les première, deuxième et troisième bandes se confondent les unes avec les autres, et elles s’étendent, la première! de 653 à 6‘i5 X avec un renforcement noir de 647 à 627 a, la deuxième de 597 à 077 À, une simj)le ombre, la troisième de 671 à 559 À. lia bande noire s’étend de 520 à 494 avec la partie la plus sombre entre 517 et 496 X.
La potasse produit le même elTet, les acides ne déterminent pas do changements caractéristiques dans le spectre.
Cet exemple peut être considéré comme typique des caractères de l’urobiline pathologique.
La fig. 2 représente le spectre de l’urobiliue pathologique en solution alcoolique acide que j’ai extraite de l’urine d’un malade atteint
SPECTRE DE l’uROBILINE PATHOLOGIQUE 37 cl’al)C('S du foie communiquant avec une cavité
«UCÜ E/>F G
l'iij. 'i. — Sppclre ili' l'uiobiline pathologique.
bronchitjue.
Ghromogène de l’urobiline. — Le pigment jaune de Turine ou urobiline a pour origine un ebromogène particulier, qui peut spontanément se transformer en urobiline, ou bien colorer l’iirine par l’e.xposilion à la lumière, et qui devient plus apparent par l’action de l’acide chlorhydrique sur Turlne. On voit, en elîet, la coloration de l’urine s’accentuer lorsqu’on la fait bouillir avec de l’acide chlorhydrique ou de l’acide azoti(|ue, mais les changements ainsi observés sont probablement dus à l’oxydation de plusieurs chromogènes ; celui de l’urobiline peut être isolé par le procédé très simple de Winler. f/urine est saturée par le sulfate d’ammoniaque, les pigments précipités sont séparés par filtration, desséchés et lavés sur le filtre avec de rétber. La solution éthérée renferme le ebromogène de l’urobiline; on ajoute de l’eau
R(')LE DE l’cRODIMNE
qui, après agitation, est séparée de l’éther, enlevant toute rurobilineet laissant le chromogène dans l’éther. Il est facile de concentrer la solution par évaporation. Le chromogène présente une coloration jaune arnhrée, mais l’examen spectroscopique n’y démontre la hande caractéristique de rurobiline, entre b et F, que si l’on y ajoute quelques gouttes d’acide azotique.
Rôle de l’urobiline et de ses dérivés. — Pour bien comprendre le rôle de l’urobiline, il faut se reporter au chapitre Spectroscopie de la bile (*), où sont établies les relations entre la matière colorante de 1a hile, la bilirubine et l’bydrobilirubine, entre l’bématine et l’urobiline, enfin entre la stercobiline et l’urobiline ; il semble pour le moment tout à fait rationnel de considérer ces substances (bydrobiline, urobiline, stercobiline) sinon comme absolument identiques, au moins comme formant un groupe ayant des réactions très analogues, en particulier leurs bandes d’absorption dans la région bleue du spectre et leur fluorescence; bien que distinctes
(') lIiiNOCyUE. — îiperAroscopie hiolofjiquc. II. p. loÜ et suiv. Eiicycloi)édie scientifique des .\ido-Meinoii-e, .Masson et Gauthier-Villars, éditeurs.
CHHOMOGÈNE DK l’oUOBILINE
par quelques particularités de leur spectre, elles présentent cette origine commune de dériver de l'hémoglobine par rétrogradation ou transformations successives,
l'in outre, les pigments biliaires ne sont pas seulement excrétés sous forme de slercobiline, et une certaine partie est résorbée peut-être à l’état de cbromogèue plutôt qu'à l’état d’urobiline vraie, mais, dans tous les cas, le pigment ou le cbromogène sont éliminés par les reins, et constituent dans l’urine, l’urobiline.
Telle semble être la fonction normale de ces pigments. Mais Turobiline peut avoir une autre origine ainsi que le prouvent les observations pathologiques. En effet, il est démontré que la bilirubine peut être produite dans les extravasations sanguines, aux dépens de riiématoïdine, de l’hématine, et même de rhémoglobine séparées des globules rouges du sang ; celle bilirubine serait alors éliminée le plus ordinairement par les reins sous forme d’urobiline, surtout dans les états pathologiques.
L’urobiline ne se montre dans l’urine à l’état normal que sous forme de cbromogène de l’urine et en quantité très faible, mais elle augmente dans les urines des individus atteints de fièvre ou dans des conditions pathologiques diverses et
UKOBIMNURIE
réliule de ces varialions a certainement servi à faire connaître la série des Iransforrnallons de l’iirobiline.
En elfot, dans les conditions physiologiques, rurobiline a pour origine la Déduction de la bilirubine et de la biliverdine; on la retrouve surtout dans le gros intestin, et elle constitue la stercobiline.
Néanmoins, de nombreuses observations établissent que la quantité d’urobiline varie dans des limites fort étendues suivant les états pathologiques, puisque Viglezio (p. 25) a trouvé des quantités quotidiennes variant entre 3 et 6oo milligrammes et, d’une manière générale, il est permis de conclure que l’augmentation de l’urobiline (c’est-à-dire Vurohilinurié) s’observe, d’une part, dans les maladies fébriles aiguës, la fièvre intermittente, le rhumatisme aigu, l’ileus, la péritonite, la phtisie, la pneumonie, les maladies zymotiques, rougeole, lièvre typhoïde, le scorbut, la septicémie ; elle a, dans ces alîections, pour origine principale les altérations du sang, c’est-à-dire l’hémolyse. D’autre part, dans les hémorrhagies internes, les épanchements et les suffusions sanguines, les larges eccbymoses (hémorrhagies cérébrales, hématocèle périutérine, infarctus pulmonaires)
DIMINTTION DE l.’UROItlMNE
raiigmonlalion de l’iirobiline est d’origine liémalitjue directe par résorption de pigment formé dans les tissus, soit bilirubine, soit hématoporphyrine ou liérnochromogène.
Enfin l’urobiline est plus abondante aussi dans tous les troubles des fonctions du foie, résultant d’injections toxiques ou d’absorption de produits toxicohémiques on même de troubles de l’excrétion biliaire comme dans l’ictère spasmodique ou par rétention, la cholélithiase.
J^a quantité d’urobiline est diminuée dans les maladies dues au ralentissement de la nutrition générale, la chloro-anémie, l’bystérie ; en général, lorsque l’activité fonctionnelle du foie ou de l’hématopoïèse est ralentie.
cil AlMTIîF. Il
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Indican. Indogène. — Ce pip:rnent rouge de l'urine a élé décrit sous divers noms : l’indican, Turoxanlhine de Ileller, l’acide indoxylsulfurique ou indogène.
Le procédé le plus simple pour le constater dans rurine est celui de Rabuleau, qui consiste à verser dans un récipient i5 à 20 centimètres cubes d’acide concentré, et faire tomber dans ce liquide quelques gouttes de l’iirine à essayer. Le mélange se colore en rouge, puis en violet rouge, puis en bleu si l’urine contient de l’indican.
Un procédé plus précis a été décrit récemment par M. Amann, il est basé sur l’oxydation de l’indoxyle par les persulfates alcalins, agissant par dégagement d’ozone. On opère de la manièr(> suivante; à 20 centimètres cubes d’urine,
INDICAN
on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique ])ur et 5 centimètres cubes environ de chloroforme, j)uis 5 centimètres cubes de la solution de persulfatede sodium à lo On agile en retournant le tube pendant quelques minutes, de inanièi’e à diviser le chloroforme sans rémulsion ner. On laisse reposer, l’indigo formé est dissout dans le chloroforme et le colore en bleu plus ou moins intense suivant sa proportion. La quantité relative d’indigo peut être mesurée par comparaison colorimétrique avec des solutions titrées de ce corps servant d’étalons (‘).
L’indogène dans certaines conditions donne aux urines, lors({u'il est en excès, une coloration bleue ou violacée due au mélange d’une matière bleue et d’une matière rouge, l’indigorubine dont l’indogène est l’origine.
On trouve alors une réaction speclroscopicpie intéressanle à conslater.
Le spectre obscur de A à C présente une première bande obscure à gauche de I) dans le rouge orangé, séparée ^de D par un espace clair, très étroit, jaune orange, et s’étendant à gauche jusqu’au milieu de l’espace entre D et C. Une (*)
(*) Amann. — h'crtic médicale de ht ^uisxe lio- 'iiiiindr, 1897, p. (i.
SPKCTHE DE L INDICAX
seconde bande à. droite de 1), presque symétrique à la précédente par rapport à D mais située dans le jaune vert, séparée de D par un espace clair
étroit, jaune, cette bande s’étend dans la plage jaune verte- .. dont elle occupe le tiers environ. Enfin Mac-Munn a observé une troisième bande, de h à F, qu’il attribue à la présence de l’urobiline. L’aspect de ces deux bandes varie suivant ([ue l’indigo bleu ou l’indigo rouge prédomine, et avec les colorations correspondantes de la solution chloroformée obtenue par la méthode de .lalTé ; la première bande dans le rouge orangé est plus foncée dans l’indigo bleu, au contraire, la seconde bande dans le jaune est |)lus foncée avec l’indigorubine. L’indogène existe dans l’urine normale à l’état de combinaison avec la potasse. Par l’ébullition avec les acides étendus il se dédouble en sulfate acide de polassium et indoxyle (Gauthier).
INDICANX’Hlt:
La quanlilé d'imlican éliminée est de o,oo()(î par litre (.la(Té) ce fjui donne pour le maximum de la nornicde, o,oiç)5. Neubauer et Yo^el de leur cùlé indiquent des quantités variant enlre o,oo5 à La quantité d’indogène est en
rap|)ort avec celle de l’indol formée dans l’intestin et absorbée, c’est pourquoi le régime albuminé excessif, l’inanition, augmentent la proportion de l’indican qui peut s’élever à six et onze grammes par jour, llriegmann et Brieger ont démontré quel’indol lui-mème est le résultat des produits de puiréfaction des matières protéiques, et l’on comprend que tonie cause de stagnation des matières dans le tube intestinal produise un excès d’indol et, ])ar suite, un excès d’indogène dans l’urine et l’on a donné le nOrn d’indicanurie à cet état symptomatique de l’urine. Ce lait est d’ailleurs démontré expérimenlalement ; d’une part, Kuhn a constaté (pie l’albumine à l’état cru étant ingérée en excès produit une augmentation d’indican. Le docteur Petilpas répétant ces expériences a produit ainsi une hidimniLvie alimentaire chez des individus sains avec cinq à huit à dix et même dix-huit œufs. D’autre part, Jalfé a conslalé l’élimination de l’indican à lasuite d’injectionssous-cutanées et le
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])'■ Pelitpas (') a pu délerininer aussi quelles sont les quantités d’indol nécessaires à ingérer pour obtenir l’indicanurie (o°'’,5o à j)ar litre).
Les recherches de Bouchard sur les feruieutalions intestinales, celles de Charrin, de Koger, sur le rôle antitoxique du foie, et les rocherclu's directes de Jackowski ])ermettent de uiieux comprendre l’indicanurie en faisant intervenir l’action des microbes.
Jackowski, observant chez deux hommes atteints, l’un d’une fistule du colon ascendante, l’autre d’une fistule de l’intestin grêle, a constaté que la décomposition des matières albuminoïdes se fuit surtout dans le gros intestin et serait due spécialement au hacillm lique/acieus ilei, au slreptococciis coli gracilis’ au bacillus pr/ocya- 71CUS, au bacillus pu i reflets coli, dont il a constaté l’existence, et étudié expérimentalement l’action sur les fermentations ou la j)utréfaction des substances albuminoïdes.
Ces considérations générales, rendent facile à comprendre la valeur séméiologique de l’indicanurie ayant pour origine à la fols des troubles de la digestion intestinale, et aussi le défaut d’action (*)
(*) Petiti’as. — De l'indicanurie, Etude pathogenique et sémciologirpie, Thèse de Paris, i8f)6, n° ,|h6.
UROSPKCTBINE
de la fonction antiloxique du foie. C’est ainsi que l’on a rencontré l’indicanurie chez tes enfants qui ont une. alimentation exagérée, dans les affections du tube digestif, la fièvre typhoïde, les affections rénales et même les affections du système nerveux.
En outre, les moyens préventifs ou curatifs sont indiqués naturellement, c’est-à-dire que l’antisepsie intestinale doit avant tout être assurée dans ces états morbides.
Urospectrine. — I.a lumière solaire , les rayons violets en particulier ont une influence marquée sur les chromogènes de rurohiline, ce qui est facile à constater lorsqu’on exj)Ose Turine fraîche à la lumière solaire ou que l’on prépare l’urobiline en pleine lumière par le procédé de Méhu. Une expérience très simple met en évidence cette action ; en effet, on détermine avec le spectroscope à quelle épaisseur l’urine au moment de l’émission montre nettement la bande caractéristique de Turobiline, puis on exj)Ose l’urine au soleil, et en moins d’une heure la coloration est plus foncée, il faut alors une épaisseur moindre, quelquefois beaucoup moindre ])our observer la réaction spectrale. Far exemple, si fi centimètres d’épaisseur étaient nécessaires lors de l’émission, il centimètres peuvent suffire
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après l'aclion solaire durant deux Jieures, ainsi (jue je l’ai constaté.
M. Saillet, dans le but d’éviter l’acliou de la lumière sur les chroinogènes de l urine a pris j)Our principe de faire l’extraction du pigment urinaire dans l’obscurité ou la lumière rouge; il a ainsi isolé un pigment analogue à l’urobiline mais en ditîérant par ses réactions spectroscopiques, il lui a donné le nom d’urospectrine.
Préparalion (^). — L'urine du matin surtout, si elle est un peu concentrée, est choisie de préférence ; elle est acidifiée avec une dizaine de gouttes d’acide acéticjue cristallisable pour 100 centimètres cubes et agitée avec un volume d’éther acétique égal au volume d’urine traitée. On sépare ensuite l’éther acétique qui enlève à l’urine les pigments rouges, l’urospectrine et divers autres pigments ou cbromogènes, l’indican ; pour isoler l’urospectrine, l’extrait élbéré est agité avec de l’eau acidifiée à 5 "/„ d’acide cblorhydrique, cette eau s’empare de l’urospectrine et la solution présente une teinte rouge mauve de l’urospectrine en solution acide. Il faut opérer à la lumière rouge, par exemple dans un laboratoire de photographie.
(') îS.YiLLET. — licv. de Medrc., j). .V17,
loc. cil.
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Pour isoler Turospeclrine, la solution aqueuse est séparée, neutralisée par l’ammoniaque, puis acidulée diacide acétique et on la secoue avec de l’éther sulfurique qui s’empare de l’urospectrine seule. En reprenant l’urospectrine à cette nouvelle solution éthérée et en l’agitant avec une petite quantité d’eau acidulée à .‘î "/o d’acide clilorhydri(}ue, on obtient une solution d’urospeclrlne rouge rubis. Il suffit de séparer l’éther et de neutraliser par l'ammoniaque pour obtenir un dépôt d’urospectrine qui, lavé, desséché, se présente sous forme d’une poudre brune amorphe.
Cnrnclères, — L’urosp(>ctrine est insoluble dans l’éther de pétrole, à [>eu près insoluble dans l’eau et le cliloroforme, mais soluble dans l’alcool et surtout soluble dans les acides et dans les alcalins.
Les solutions d’urospeclrine peuvent oITrlr trois spectres différents :
1° Dans les éthers purs et l’alcool pur ou acidulé la coloration des solutions est rose, et l’on observe un spectre de ciiu} bandes d’absorption, la première entre C et D très noire et très étroite, parfaitement limitée (longueur d’onde moyenne baG )>), la deuxième à la gauche del) très étroite et peu noire (longueur d’onde moyenne 600 À),
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la Iroisième à la droite 13 composée d’une bande noire limitée sur sa droile par une autre bande plus étroite et plus noire (longueur d’onde moyenne b-jo />), la quatrième à la gaucbe de E, large et noire (longueur d’onde moyenne 5d5 À), la cinquième entre &et F, très large et très noire, longueur d’onde moyenne, L’extrémité violette du spectre est obscurcie à partir de G.
2° Dans les solutions alcalines, la coloration est plus rosée, le spectre présente quatre bandes d’absorption, la jirernière entre C et D peu noire (longueur d’onde moyenne 622 X), la deuxième à la droite de D, plus large (longueur d’onde moyenne 570 À), la troisième à gauche de E, noire
SpoBtrrs il ! l'iiro.'peclrine
Spectre supérieur. — Solution alBOoru(ue aniile.
Spectre inférieur. — Solution .iloiiline, il'apros Saillel, suivant noire éc.lielle habituelle.
(longueur d'onde moyenne, b^‘i X), la quatrième entre b et F (longueur d’onde moyenne ,5oo X), très large et noire (‘).
(b Sailckt. — Loc. cit,, p.
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3“ Dans une solulion acide proprement dite la coloration est rouge rul)is, le spectre ne présente plus (|ue trois bandes d’absorption, la i)reniière à gaucho de D, noire et étroite (centre à 5g5 X, la seconde très droite, centre à 5j2 X, et la troisième large, très noire et bien limitée à 55o X. Une propriété fort importante de rurospectrine est sa transformation par l’action prolongée d’eau ammoniacale cbaulîée à l’ébullition en un pigment qui est analogue par ses pro[)riétés spectrales avec l’hémocbromogène ou bérnatine réduite, mais qui cependant ne contient pas de fer. Ce pigment que M. Saillet appelle bémocbromogène sans fer présente cette remarquable particularité qu’il reproduit facilement l’urospectrine [)or raction de l’acide cblorbydrique bouillant on de l’acide sulfurique.
Pour M. Saillet, l’urospectrine est le pigment normal de l’urine, mais il n’existerait à l’état naturel (ju’en partie, les trois quarts de ce pigment restant dans l’urine à l’état de cbromogène qui est démontré par l’action de la lumière solaire sur les solutions dans l’étber acétique. Il se forme dans ces solutions, alors qu’on en a enlevé l’urospectrine, une nouvelle quantité de ce pigment aux dé[)ens de son cbrornogène, de même que la lumière solaire reproduit l’uro-
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biliiie aux (l(*pens du chromogène de cette sul)stance. La quantité d'urospeclrine contenue dans l’urine normale a été calculée approximativement ])ar M. Saillet en se basant sur ce fait que dans
une solution d’urospeclrine à — , on voit
encore la plus importante des trois bandes du spectre acide à une épaisseur de i5 millimètres. La quantité normale en vingt-quatre heures varierait entre 2 et 1 1 milligrammes.
Quelle est l’origine de l’urospectrine, et quels sont ses rapports avec rurobiline ou avec les matières colorantes du sang, ou avec l’bydrobilirubine? Les caractères spectroscopiques présentent une grande analogie avec ceux de l’urobiline, surtout rurobiline pathologique, et avec rurobémaloporpbyriue, mais il y a dans les divers spectres obtenus par les réactions des dillerences trop marquées pour qu’on puisse actuellement établir les relations qui existent entre l’urospectrine et ces divers pigments. L’action de la lumière, de l’air, des oxydants, cependant, semblerait démontrer qu’ils ])euvent être des degrés variables d’oxydation d’une même substance cbromogène ou de plusieurs cbromogènes ayant leur origine soit dans le sang, soit dans les résorptions récrémentitlelles provenant de la rate, du foie ou même des reins et autres glandes.
UROÉRYTHRINE
Uroérythrine. — F. Siinoii a donné le nom d’uroéiythrine à la substance qui colore en rouge brun les dépôts sédimentaires d’urales que l’on l’encontre surtout dans les urines des fébricitants. lleller c[ui, en i854, en fit une étude la plus complète indiqua son mode d’e.xtraction et ses principaux caractères. Tbudichum, en 1875, en étudia les réactions spectrales, Alac-Munn puis Quincke, et [dus récemment A. Garrod, et A. Riva ont également étudié cette matière colorante au point de vue de ses réactions cbimiques et spectroscopiques, et des conditions de sa présence dans l’urine.
Mode de 2>^'èparation. — Tbudichum a extrait Furoérythrine des sédiments rouges (dits briquetés) d’urates par l’alcool bouillant, c’est le procédé le plus .simple et fjni est applicable môme à l’étude de la matière colorante des cristaux d'acide urique obtenus par l’action de Facide clilorhydri(jue ajouté à l’urine, dans le procédé d’analyse de Facide urique bien connu ; malheureusement, Furoérythrine est fort peu soluble, même dans Falcool bouillant, et l’on n’en peut obtenir ainsi, que de faibles quantités.
Riva (‘), pour ])réparer des solutions pures
^1) Riva. - LIiogr. p. i(|U.
Anroea deUn urnrrityi n<i . (y/.. lii-
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d’uroérylhrine, précipite les urates par le refroidissement dans la glace, il lave le ])récipilé à l’eau glacée, puis à l’alcool absolu, au chloroforme et l’éther pour éliminer Turohiline, et alors les urates sont dissous dans l’eau chaude dont ils sont extraits par l’alcool atnylicjue pur. Les solutions ainsi obtenues ont une coloration rouge cerise et présentent les réactions spectroscopiques caractéristiques de t’uroérythrine (voir p. 55 et p. 56). Lorsque l’on veut simplement constater la j)résence de Turoérythrine, dans l’urine, on traite celle-ci par l’acétate neutre de plomb, en petite quantité, le dépôt prend une coloration rouge saumon qui, examinée avec un éclairage oblique donneau spectroscope les deux bandes dans le vert, caractéristiques de l’uroérylhrine. Les caractères chimiques de cette matière colorante sont peu connus, il nous suffit d’en retenir les suivants. L’uroérytbrine est peu soluble dans l’alcool, le chloroforme, plus soluble dans l’alcool amylique pur où ses solutions concentrées ont une coloration rouge cerise (distincte de la coloration rouge orangé de Turobiline).
La soude et la potasse caustiques donnent, à Turoérythrine, une coloration verte caractéristique (Mester). Les solutions s’altèrent rapidement à l’air et alors la coloration s’atténue.
KEACTIONS SPECTRüSCOPIgUES
I. <:mmoiiiaque n’allère que très lenlemeii rurocrythrine mais la décoloration produite persiste si l’on neutralise l’ammoniaque. Cette réaction la dilîérencie de l’nrobiline qui est, au contraire, facilement moditiée par l’ammoniaque, mais reprend ses caractères après la neutralisation de l’ammoniaque. L’ui'oérylhrine contient du fer (Tyson).
Les réactions lipectvoscopiques indiquées par divers auteurs ne sont pas tout à fait identiques. C’est ainsi que Thudichum décrit deux bandes d’absorption très étroites à droite et a gauche de F dans le vert bleu, et très rapprochées de cette laie, puis une troisième bande plus pâle à gauche de la raie E qu’elle touche; ces bandes disparaissent par l’action de l’ammoniaque.
Mac-Munn indique comme caractéristiques deux bandes étroites mais nettement perceptibles entre F et K, c’est-à-dire dans le vert et le bleu cyané, Kiva décrit le même spectre, Garrod et Zoja ont donné la position des deux bandes, l’une de 546 à 5‘io X, la seconde de 5o6 à 46 1 X.
Jusqu’à présent, on ne connaît pas l’origine de ruroérythrine et l’on n’en a pas découvert le chromogène. Mester seul suppose qu’elle provient d’un ehromogène identique à celui qui produit le pigment Skalol, et dont l’oxydation constitue-
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rait l’uroérylhrine. La plupart des cliimisles la considèrent comme un dérivé de l’urobiline et, par suite, comme un produit de transformation de riiémoglobine ou plus directement de la bilirubine. En dehors de Neubauer, Riva et Gautrelet, la plupart des urologistes déclare ce j)roduit comme anormal, Gautrelet a conclu de ses recherches que ruroérylhrine entrerait pour un tiers de la matière colorante de Turine, il a même institué un procédé de dosage de l’uroérythrine qui repose sur les réactions spectroscopiques de ruroérythrine,mais il admet comme caractéristiques de ce pigment deux bandes à droite et à gauche de D, qu'avicun autre auteur n’a décrites, et qui ressemblent à celles du spectre de l’iirobiline pathologique ou bien à la superposition du spectre de l’indlcan à celui de l’u robiline.
L’étude des dépôts urinaires montre que la coloration des cristaux d’acide urique, des urates c’est-à-dire du sedimenium laterilium est due non seulement à ruroérythrinc mais aussi à d’autres pigments urinaires.
Urohématoporphyrine. — Mac-Munn, en 1880, a, le premier, constaté dans l’urine de malades atteints de rougeole ou de péritonite la j)résence d’un pigment ayant les caractères diî
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l’hématoporphyrine ou hémochromogène sans fer. Depuis, des observations nombreuses, les travaux de Lenobel, de Nencki et Sieber, Olof Ilammarsten, Garrod, Stokvis, Zoja et Riva, etc., ont fait connaître les conditions de sa production.
■Mac-Munn a d'abord e.xtrait Turohématopor- ]»hyrine de l’urine ]>ar le même procédé qu’il emploie pour l’urobiline, on peut aussi se servir du |)rocédé de Méhu ou d’autres procédés servant à isoler l’urobiline. Pour la recherche clini(|iie de l’urohématoporphyrine dans l'urine. Riva et Zoja emploient un procédé qui est basé sur l’action de l’alcool amylique pur. L’e.xtrait alcoolique séparé de l’urine donne un spectre combiné d’urobiline et d’hérnaloporphyrine, dans lequel la bande caractéristique de l’urobiline en F et celle de l’hématoporphyrine qui est placée avant F sont élargies. Si on ajoute du chlorure de zinc en solution ammoniacale à l’extrait alcoolique. Il se fait un j)récipité. Le lifjuide qui s’en sépare donne les bandes de l’urobiline en solution de chlorure de zinc ammoniacale, le précipité donne la bande intense de l’hématoporphyrine. Suivant Mac-.Munn et d’autres observateurs, rurohématoporj)hyrine en solution acide présente un spectre caractéristique
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formé (le quatre bandes ; une faible bande avant la ligne D, une seconde plus foncée entre D et E, une très faible obscurité entre ces deux bandes et enfin une quatrième bande entre h et F analogue à celle de l’urobiline. Isolée par le chloroforme et redissoute dans l’alcool rectifié et neutre, elle donne le spectre de cinq bandes représenté
aBCD E5 F G
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Spectrr supcrieuf. — Solution alcoolique neutre.
Sj)(‘Clre inférieur. — Solution alcoolique ammoniacale avec cliloiurc lie 7.,nc. (D’après Mac-Munii et suivant notre écliellc).
jiar la fifj. 5. Far 1 action du cblorure de zinc et de 1 ammoniaque, on observe une légère lluorescence verte, la bande entre h et F devient plus étroite et s’avance vers la raie E, on perçoit aussi deux bandes entre D et E.
En somme, l’uroliématoporpbyrine a une composition chimique identique à l’hématoporplivrine, elle semble donc liée à la résorjition interne
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de l’hématoporphyrine et a son éliininalion par les reins. Or, Nencki et Sieber ont démontré qu’on peut préparer l’hémaloporphyrine par l’action du zinc et de l’acide sulfurique, de l’amalgame de sodium et d’autres agents réducteurs ; il est donc naturel d’attribuer à ce pigment une origine hématique et, par conséquent, l’on ne s’étonne j)as de le retrouver dans les étals morbides où la fonction bématopoïétique et la destruction du sang sont le plus prononcés. Tels sont le rhumatisme, la cirrhose, la rougeole, la lièvre typhoïde. Mais c’est surtout aussi dans des cas d’usage plus ou moins exagéré de sulfonal, ou même de Irional, que Vhêmaloporphyrinun'e a été observée, et enfin dans les coliques de plomb, ou à la suite d’hémorrhagies intestinales.
Stokvis a démontré expérimentalement que chez les animaux intoxiqués par le sulfonal ou pur le idomb l’hématoporphyrinuiie est en rapport avec les extravasations sanguines, ou les hémorrhagies stomacales ou intestinales. Enfin l’hémaloporphyrinurie peut être produite par la seule alimentation avec la viande chez le lapin. 11 semble donc que c’est principalement dans le tube digestif que se produisent les altérations de l’hémoglobine (jui ont pour consé-
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quence rélirninalion de l’hémaloporphyrine par les reins. 11 est néanmoins important de constater que celle-ci peut être excrétée sous la forme d’un chromogène particulier.
Uroroséine. — Cette matière colorante de l’urine qui est accidentelle et probablement liée à un état pathologique a été observée et décrite par Nencki et Sieber (‘), et Rosin (-) l’a retrouvée dans l’urine du cheval et des bovidés. Elle a pour origine un cbromogène spécial que Rosin a extrait de l’urine de ces animaux, et elle j>eut être extraite de Turine additionnée d’acide chlorhydrique ou d’acide nitri([ue, c’est elle qui produit la coloration rose qu’on observe dans celte réaction. On l’isole en solutions au moyen de l’alcool amylique. Ces solutions j>résentent une coloration rouge dans l’eau, l’alcool, l'acide amylique ; mais elle n’est pas soluble dans l’éther, le chloroforme, ni le sulfure de carbone.
La solution alcoolique oITre un spectre particulier, constitué par une bande d’absorption
(') Nencki et SiiiBEu. — Journ. f. 2^^'dht. Chemie, t. XXXV, p. 387, 1882.
(2) Rosin. — Cenivalblalt f. hlin. med., 1889, p. i5o.
— Drutsch mrd. Wochc7isch., 1879, n" 3 et Jnh}\ /. Thicrrh, i8p3, p. 383.
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dans le vert, presque au milieu de la j)lage J) à E. En solution dans l’alcool amylique, la roséine présente cette bande qui peut s’étendre au-delà de E suivant la concentration, et même une bande à droite et à gauche de F analogue à celle de l’nrobiline.
Cette réaction, semblable à celle du rouge d’indigo, s’en distingue par ce que l’uroroséine n’est pas soluble dans l'éther. De plus, en plongeant de la laine incolore dans ses solutions, la matière colorante peut être recueillie et redissoute dans l'alcool acidulé. En dehors de la présence de l’uroroséine dans des urines pathologiques, l'on ignore son origine réelle, ainsi que le mode de formation et le rôle de son chromogène, peutêtre serait-il possible de l’identitier avec les antres chromogènes de l’urine.
Dépôts sédimentaires de l’urine. — Il y a intérêt à examiner les dépôts de l'urine avec le spectroscope ; à cet effet, on recueillera les sédiments soit sur un filtre, soit sur un godet de porcelaine, après avoir décanté l'urine. Le nedimenlum laterilium peut ainsi être examiné directement, ou bien en déposant les sédiments sur une lame de verre, on en fera l'examen microscopique et l'examen spectroscopique à la lumière transmise. Pour les dépôts obtenus sur
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les filtres, un les desséchera et on les rendra transparents juir de lu glycérine, de l’huile, ou par du vernis, qui rendent le papier translucide. Enfin si l’on dispose d’une quantité suffisante de sédiments, on peut extraire les pigments }iar les procédés qu’ils comportent.
On recherchera, en premier lieu, les colorations dues aux dérivés de l’hémoglobine, l’hématine, l’hématoïdine.
C'est principalement dans les éléments cellulaires, dans les débris de desquamation des cvlindres rénaux, dans certaines concrétions originaires des reins ou des calices, qu'on retrouvera les dérivés des pigments sanguins, et quelquefois des pigments plus difficiles à définir, comme dans la mélanurle d’origine cancéreuse ou d'origine paludéenne, ou enfin les pigments biliaires. 11 est aussi fort intéressant de rechercher dans les sédiments, les matières colorantes de l'iirlne, normales ou pathologiques, qui sont, en général, fixées dans les cristaux d’acide urique ou dans les dépôts d’u rates. En effet, l’on sait depuis bien longtemps, Wetzlar (i8?. i) et l)uvernoy (i8d5), que l’acide uricjue pur est incolore, mais que l’acide urique cristallisé spontanément dans l’urine, ou même recueilli après l’addition d’acide chlorhydrique pour la pesée,
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préseiile une coloration variant du jaune au brun et môme au rouge rubis. Cette coloration est due à la fixation de matières pigmentaires pendant la cristallisation, et l’on peut s'en convaincre facilement en colorant Turine par l’acide ])icrique, ou par du bleu de méthyle, ou autres matières colorantes; les cristaux d’acide urique prennent alors les teintes tes plus variées. Lorsqu’on examine les dépôts urinaires sans réactifs l’on rencontre divers pigments, nous avons indiqué le moyen d’extraire l’uroérylbrine (p. 53) des dépôts rosés de l’urine, mais on peut retrouver d’autres pigments.
C’est ainsi que .\rchibald GarroJ (‘) distingue ([uatre groupes de dépôts d’acide urique |)igmenlés.
i" JjCs dépôts rouges, couleur du poivre de Cayenne; 2° lesjaunes, ou de couleur fauve; 3'^ les dépôts bruns ou noirs produits par des pigments anormaux; 4” Iss dépôts bruns j)roduits par les acides minéraux dans l’urine. Or, tous les dépôts devraient leur teinte fondamentale à Viirochvome. Les autres pigments sont surajoutés. Tous ces pigments ont une influence sur la forme des cristaux.
(<j .\rchibalo Garrod. — Join'ii, Pathol, and Jincteriol., novembre p. iy<».
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L’acide uiif|ue coloré par Turoérylliine est rose et présente la fornie de « coquilles de solen » ; ce pigment olTre une grande affinilé pour l’acide urique. L’urobiline n’a pas d’action sur la forme des crislaux ; et elle ne paraîtrait avoir jine action colorante qu’à l’état de chromogène ou d’urochrome, suivant (iarrod.
Les dépùls d’urates contiennent toujours de l’urochrome, mais peuvent être privés d’uroérythrine. L’urochrome néanmoins colore non seulement tous les urates mais forme la partie fondamentale de la coloration des cristau.x d’acide urique. Enfin les pigments biliaires colorent les crislaux d’acide urique en brun ou en noir. Les crislaux précipilés par les acides minéraux sonl bruns par suile de l’acllon de ces réactifs sur l’erocbrome. Il y aurait grand intérêt à compléter ces recherches par l’élude spectroscopique des calculs urinaires, .le ne sache pas qu’on ait observé autre chose que la présence de l’hématoïdine dans certains calculs, les calculs d’oxalate de chaux en particulier, on a simplement décrit les colorations jaunes ou brunâtres de calculs d’acide urique, dues comme dans les dépôts et concrétions aux pigments urinaires et enfin la coloration jaune des calculs de xanlhine qui ont été si rarement observés. Il v aurait à faire
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dans celle voie des recherches nouvelles et praliqiiées méthodiquement.
Matière colorante du sang dans l’urine.
Hématurie. — L’hémoglobine et ses dérivés se rencontrent dans l’iirine qui contient du sang, que l’hématurie provienne de la vessie, de l’uretère, ou des reins, d’une tumeur ou de déchirure causée par un calcul, ou d’une déchirure de la prostate, elle est constituée par du sang plus ou moins vermeil ou donnant une couleur gelée de groseille, et plus ou moins foncée ou mélangée de caillots. Lorsque l'hématurie est abondante, il est facile de reconnaître la présence du sang, mais lorsque la quantité de sang est très faible, la coloration de l’urine devient moins prononcée, et alors il y a intérêt à apprécier la quantité de sang approximativement contenue dans l’urine. C’est principalement à la lin des crises d’hématuries, et surtout dans la congestion rénale qu’il importe de suivre les variations progressives de la quantité de sang.
Un simple examen avec le spectroscope à vision directe de l’urine dans le vase de faïence ou le verre (jui la contient, permet déjà de reconnaître des quantités très minimes d’hémoglobine, et l’examen microscopique démontre aussi des globules rouges du sang. Pour suivre la pro-
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gression ou la cessation du passage du sang dans Turine, il suffit de noter coinparalivernent à chaque examen à quelle épaisseur du liquide on voit apparaître les deux bandes caractéristiques. Pour un examen plus approfondi, on peut se servur de l’uroscope spectroscopique ou d’un spectroscope à épaisseur variable (Cb. \ I) et enfin, dans le laboratoire, d’un spectropbotomètre.
L’ox\’bérnoglobine se conserve longtemps dans l’urine acide, mais elle se transforme facilement en bén»oglobine réduite dans les urines alcalines renfermant du mucus, du pus, ou des microbes de la putréfaction et de la fermentation ammoniacale. Il peut, enfin, se produire de la méthémoglobine pendant leséjonr dans la vessie. Toutes les conditions de ces phénomènes ne sont pas encore suffisamment connues, il y aurait grand intérêt à en faire une étude spéciale.
Hémoglobinurie. Méthémoglobinurie. — La matière colorante du sang et ses dérivés j)euvent se rencontrer dans l’iirine, sans qu’on puisse constater la présence de globules rouges du sang. On a désigné sous le nom à' hémoglobinurie cet état de l’urine. Cette expression plus générale doit être préférée à celles de méthémoglobinurie et d’hématinurie qui indiquent des modifications
MKTHÉMOGLOmNL’RIK
plus spéciales qui, d’ailleurs, peuvent se rencontrer dans les diverses phases de riiétnoglobinurie.
Au point de vue j)athogéiiique, on [>eut diviser cet état svinptomalique des urines en hémoglobinurie symptomatique d’altérations du sang, produites expérimentalement, ou par l’action de substances toxiques, et en hémoglobinurie idiopathique ou paroxystique.
Nous avons montré dans notre premier aidemémoire (Npec/co.sco^/e sa)}g) quelles sont les conditions nombreuses dans lesquelles l’hémoglobine sc transforme en méthémoglobine, et, par suite, dans son passage à travers les reins, celle-ci se mélange avec l’urine. Nous devons renvoyer au 22, p. i3() et i.'ly, ainsi ([u’à notre article « Hémoglobinurie » du Dictionnaire encycloi)édique, ceux qui voudraient approfondir le sujet. •1,,’examen des urines, dans ces cas, doit toujours être associé à rexamen microscopi({ue et aussi à l’examen du sang dans les vaisseaux, et, enlin, à l’étude spectrosco|)i(iue du sérum telle f[u’elle est décrite dans mon second aide-mémoire {Spectroscopie du sérum, p. Gy à 7.)).
Il est donc essentiel de se familiariser avec les réactions s{)eclroscopiques des dérivés de Toxybémogloblne, car c’est une des ap[)lications les
HÉMOGLOBINL'RIK « A RRIGORK ))
plus remarquables de la sj)eclroscoj)ie, que l’élude de ces étals du sang (jue la chimie n’avait pu définir ni classer alors que l’observation clinique les faisait constater sans les préciser.
h' hèmoglohinurie idiopalhique, ou hémoglobinurie paroxystique, ou hémoglobinurie a frigore est caractérisée par l’apparition d’hémoglobinurie à des intervalles plus ou moins éloignés, et sous forme d’accès accompagnés de divers synq)tomes généraux, frissons, élévation du pouls, etc., ceux-ci se produisent dans diverses conditions et plus particulièrement sous l’action du froid, de telle façon qu’on jjeut expérimentalement déterminer un accès par le refroidissement, même léger, dans les péiâodes de crises.
Elle s’observe plus particulièrement chez les syphilitiques, les rhumatisants, dans la cachexie palustre.
Quelle qu’en soit l’origine, longtemps la cause palhogénique en a été fort discutée. Acluellemenl, il semble démontré que l’hémoglobinurie est due à la destruction des globules rouges, à la dissolution de riiémoglobine dans le sérum du sang et, enfin, au passage de la matière colorante dans les reins où elle se transforme plus ou moins. Celte altération des globules, qui les rend moins résistants, ou sépare l’hémoglobine,
CYTHÉMOLYSE
est appelée cij/hémoiijse. Mais nous n’avons encore que des notions imparfaites sur la substance cythérnolytique ou destructive des globules. Je n’insiste pas sur l’étude clinique de l’iiémoglobinurie paroxystique, mais je décrirai les caractères particuliers de l’urine.
Suivant la période de l’accès, l’urine j)résente des colorations variables, la coloration rouge n’existe pas constamment, elle peut être plus foncée, couleur de Porto, de suie, de porter, café, chocolat, ou plus spécialement une gamme de coloration ascendante du rouge au brun rouge et brun noir et une gamme descendante inverse du noir au rouge, et au rouge jaune. Ces colorations sont dues à la quantité plus ou moins grande de l’oxy hémoglobine et aux proportions du mélange d’oxybérnoglobine et de méthémoglobine et peut-être aussi, mais bien plus rarement, d’hématine.
L’examen spectroscopique montrera les réactions si nettement caractéristiques des deux bandes de l’oxyhémoglobine, des trois bandes de la méthémoglobine, ou celles de l’hématine.
La marche de l’accès n’est pas toujours régulière, la série des tons n’est pas toujours complète, la coloration foncée peut apparaître d’emblée.
MiôrnKMOGr.omxur.iK uknai-e
Il est iiiléressant d’examiner l’urine dès le début de l’accès, c’est en procédant ainsi que, dans un cas observé avec le docleur Salle, (Cz. p. 1 73), en faisanturiner le maladedetrenteen treille minutes, je n’ai constaté que de riiémoglobine dans les deux premières heures et ce n’est qu’au sixième examen ([ue la rnélbémoglobine est apparue ; ce fait démontre péremptoirement que la méthémoglobine était formée dans les reins, et non dans la vessie où l’urine ne pouvait séjourner.
Il est donc certain que l’hémoglobinurie vraie précède la mélhémoglobinurie, mais il est possible aussi que les altérations de la matière colorante se prononcent sous rinfluence de l’urine, quand celle-ci séjourne dans la vessie et est chargée de diverses substances, d’origine pathologique, par exemple des oxalates, ou des débris de tubes j)lus ou moins altérés. L’examen microscopique doit, naturellement, être pratiqué avec la jilus grande attention. L’examen spectroscopique du sérum montrera la présence de l’oxyliémoglobine dissoute, ou retrouvera celle-ci dans la sérosité des vésicatoires.
Ilêmatinurie. — On rencontre rarement riiématine dans les urines, où elle est à l’état d’hématine acide. Huppert l’a observée dans
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un cas d’empoisonnement par ingestion d’acide sulfurique, elle a été trouvée dans des cas de cancer do la vessie par Hoffmann et Ullzmann, on l’a signalée dans divers cas d’empoisonnements (hydrogène arsénié et antres agents toxiques), mais quelijues doutes subsistent sur un certain nombre de ces faits, parce qu'il est assez facile de confondre l’hématine acide avec la méthéihoglobine. Cependant le spectre de l’bématine acide présente cinq bandes caractéristiques, dont deux dans le rouge, une plus faible dans le jaune, et deux plus larges dans le vert et le l)leu, celles-ci se réunissent par une obscurité de la plage intermédiaire (‘). Dans tous les cas, on évitera toute confusion par l’addition d’un agent réducteur (sulfure d’ammonium) qui transforme l’hématine acide en bématine réduite ou hérnochromogène, avec deux bandes dans le jaune et dans le vert. Cette réaction est différente de celle que le môme agent réducteur (sulfure d’ammonium) produit sur les solutions de méthémoglobine, qu’il transforme en hémoglobine réduite, dont la bande caraclérisli(|ue occupant |)resque toute la plage située entre D et E
(') Hkxocquk fA). — Spt’Glroscupie biologique, I. Spectroscopie du sang. D/u-ivés de l’Hémoglobine, p. I l7. Ai'-. 17-
URINES ICTÉRIQUES
ne peut être confondue avec celles de l’iiémochromogène. De même en ajoutant de l’ammoniaque ou de la potasse aux solutions de méthémoglobine et d’hématine, on obtient des spectres très différents de la méthémoglobine en solution alcaline et de l’bématine en solution alcaline. Ces diverses réactions ont été étudiées avec grand soin par Bertin-Sans [Études sur la méthémoglobine).
Pigments biliaires dans l’urine. — Les urines dites ictériques ont une coloration jaune brunâtre, verdâtre, avec un certain degré de dicbroïsme, qui est due à la présence des pigments biliaires que l’on reconnaît facilement en filtrant l’urine et en examinant la coloration du filtre, ou celle de quelques gouttes de l’urine, déjiosées sur du papier buvard blanc. L’examen spectroscopique direct montre alors une obscurité du spectre à jiartir de F, c’est-à-dire du bleu jusqu’au violet ; mais ce spectre n’est pas caractéristique, et il faut avoir recours à la réaction de Gmelin, qui présente des spectres caractéristiques.
Les acides biliaires seront aussi recherchés par la réaction de Pettenkofer dont les spectres sont également caractéristiques.
Le chapitre consacré à la spectroscopie de la
COLORATIONS ACCIDENTELLES
bile dans le 2® aide-mémoire de Spectroscopie biologique nous dispense d’insisler sur ce sujet.
Les colorations accidentelles de l’urine n’ont pas, à notre connaissance, été l’objet de recherches spectroscopiques, cette lacune devrait être comblée ; j’ai recherché la matière colorante de la santonine dans une urine fortement teintée, en rouge orangé chez un enfant ayant absorbé de ce vermifuge, j’y ai trouvé une bande située en h et F dépassant celle-ci, elle n’est pas caractéristique car elle ressemble à celle de l’urobiline. .Mais elle s’accompagne d’obscurité dans le bleu, l’indigo et le violet, ce qui rapproche ce spectre de celui des urines ictériques.
ClIArMTHE III
SI‘ECTHOSGOPIE DES PRODLITS MÉDIATS
De Blainville a désigné sous ce nom « lesproduils de l’organisme résultant du mélange de substances introduites dans l’économie avec des liquides sortis de celle-ci, mélange dans lequel les substances qui y concourent ont subi des modifications ()arliculières qui en font des esjiéces de produits nouveaux (') ».
Les produits médiats sont : le méconium, le cbyle et les excréments ou fèces.
Méconium. — Le méconium est le produit contenu dans l’intestin du fœtus qui, s’accumulant à partir de la fin du troisième mois de la gestation, est expulsé après la naissance, quelquefois même pendant l’accoucbement.
(') De Bcainvili.e. — Cours de 2')hysiolof/ie , Paris, 1888, t. Il, p. i5 et t. III, p. 3')0.
MKCONIÜM
Il est caractérisé ])ar sa coloration briin-vortlùlro et sa consistance vis(|ueuse. Du quatrième au sixième mois, la coloration du méconium est d'une teinte jaune claire, et du cinquième au sixième mois, ou y constate la matière colorante de la hile. Du septième au neuvième mois, et à la naissance, le méconium est vert foncé dans le cæcum et aussi dans l’intestin.
Le méconium, à la naissance, est essentiellement constitué par un mucus visqueux contenant les produits de la desquamation intestinale, c’est-à-dire des cellules épithéliales cylindriques plus ou moins colorées par dos pigments ])i l ia ires , e t s U r I O U t il es gra i ns o u gr u rneau x de m atière colorante de la hile, bien décrits par Robin (Trailé des humeurs, p. ,3 1 8), L’action de l’acide nitrique sur ces granules est analogue à la réaction de Gmeliu, mais la couleur rouge domine. On peut donc examiner avec le spectroscope, celte réaction dans le méconium ; la présence des acides biliaires a été mise en doute, mais on a ])u y constater l’existence de l’acide lauro-cholique.
En somme, ainsi que l’a dit Mott ('), lernéco-
(q Mott. — Practii.ioner Aur;., iSç)o.
SPECTROSCOPIE DU MECONIUM
Ilium ne serait que de labile concentrée et, par conséquent, on y recherchera avec les jirocedés spectroscopiques et les réactifs de la hile, les pigments biliaires, la bilirubine, la biliverdine, les acides biliaires.
En outre, l’analyse spectroscopique a démontré l’absence de la stercobiline et de l’hydrobilirubineet de l’urobiline dans le méconium, alors qu’on peut retrouver cette substance dans les excréments des enfants, très peu de temps après la naissance, dès qu’ils ont pris une petite quantité de lait.
Enfin, lloppe-Seyler a extrait du méconium une matière colorante pourprée, présentant une faible bande d’absorption à gauche de D, une autre plus large et plus foncée entre I) et E, ce pigment serait un produit d’oxydation de la bilirubine.
L’élude spectroscopique du méconium mérite d’attirer l’attention des observateurs au point de vue médico-légal au tant qu’au point de vue obstétrical.
Le chyme ou produit de la digestion contenu dans l’intestin n’a pas été jusqu’à présent l’objet d’études spectroscopiques, les différences de coloration qu’il olîre sont déterminées par la nature des aliments ou substances ingérées ; il v aura
SPECTROSCOPIE DES EXCREMENTS
donc iilililc très grande de rechercher dans les expertises médico-légales, les réactions spectroscopiques qui pourraient caractériser des matières colorantes particulières dans le chyme,
Spectroscopie des excréments. — Les matières fécales sont constituées par les résidus des aliments non digérés, mélangés aux produits de sécrétion ou d’excrétion du tube digestif, leur coloration est due à la présence de la hile et des produits alimentaires ; elle est modifiée par la nature des aliments, et par diverses conditions pathogéniques. C’est ainsi que la coloration habituellement brune, plus ou moins foncée, est j)lus prononcée encore avec le régime carné, devient brun jaunâtre avec le régime mixte de viande et de féculents, verdâtre par le régime herbacé.
Dans la rétention biliaire et, en général, lorsque la hile n'est pas excrétée dans l’intestin, les selles prennent une coloration grisâtre, terreuse, jaune mastic.
Les excréments peuvent renfermer des pigments d’origine alimentaire, très variables, en particulier les matières colorantes du vin, naturelles ou artificielles, et d’autres pigments, la chlorophylle, j)ar exernj)le, à la suite de l’ingestion abondante de végétaux, épinards, etc.
MÉLÉNA
Les selles ronges, noires, d’aspect de suie ou de marc de café, renferment des ])igmenls sanguins, dans des cas pathologiques, comme le Mèléna, où le sang provenant de l’estomac ouépanchédans le tube digestif est plus ou moins altéré par les liquides gastro-intestinaux et présente les modifications de la méthémoglobine ou de l’hémafine.
On retrouve même, à l’état normal, à la suite de l’ingestion de boudin, de l’bémaline acide.
Dans tous les cas, il est facile de constater, avec le spectroscope, les caractères de ces dérivés de riiémoglobine et de les distinguer des diverses colorations brunâtres ou noirâtres dues aux aliments ou à certains métlicaments, les sels de bismuth, le calomel, surtout si l’on combine les examens spectroscopiques avec (pielques réactions chimiques simples, telles que l’eni|)loi d’un acide, d’une base ou dusnlfured’ammonlum.
Stercobiline. — Van Lalret Masius ont décrit sous ce nom un j)igment qu'on extrait des matières fécales, où il est normalement contenu en quantités (*) variables, et où il représente
(q Van Laik unu Masius. — CcnlruIbluU. f. mcd. Wissensch., 1871, n<> 2-j.
MacMun.n, — Clinical Chemistnj of Urine, LonJon, 1889, p. 107. 1.'
iJisQUK. — Zeilschr. phys. Chc)nie,\\, 25g.
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l’excrûlion des pigments biliaires avec les Iransfonmilions que leur ont fait subir rinlestin.
L’extraction de la slercobiline se fait en traitant les matières fécales par l’alcool mélangé d’acide sulfurique (17 parties d’alcool et 3 d’acide sulfuriipie). L'extrait élendu d’eau est agile avec du chloroforme (pii absorbe le pigment, il est séparé dans un enlonnoir à robinet, soutiré et isolé par l’évaporation.
On obtient aussi la stercobiline par le procédé que Mac-Munn emploie pour prc*parer l’urobiline, c’est-à-dire le mélange des fèces avec l’acétate et le sous-acétate de plomb, l’action de l’alcool mélangé d’acide sulfurique, enfin la séjiaration par le chloroforme (j). 17).
.l’ai emjiloyé ce procédé de préférence, pour extraire la stercobiline des selles des nourrissons, il est d’une application jiratique et moins répugnant, parce qu’il suffit de laveries couebesdans le précipité d’acétate de plomb, puis do filtrer pour obtenir des quantités suffisant à l’analyse, il est d’ailleurs utilisable pour les f(’?ces, en général ; les selles vertes comme les selles jaunes renferment la stercobiline. Enfin, Mélui emploie le sulfate d’ammoniaque acidulé par l’acide sulfuri(pie (2 Vo) iijoute en forte; quantité à la bouillie dos fcces triturées dans l’eau, et filtrées.
sPEcrnoscopiE de la stercobiline
Ce sont toujours les mêmes moyens qui servent à isoler Turobiline de l’urine ; et l’on ne s’étonnera pas que, pour plusieurs chimistes (Mac-Munn, Disqué), il y ait sinon identité du moins analogie et relation intime entre la stercohiline et rurobiline.
La solution chloroformique présente une coloration plus ou moins foncée suivant le degré de concentration, ou l’épaisseurexaminée; variant du jaune au jaune orangé et au brun rougeâtre, elle est légèrement dicbroïque, présentant un certain degré de fluorescence verdâtre. Comme pour l’urobiline, l’action de l’ammoniaque, puis du chlorure de zinc, accentue la fluorescence, donnant une coloration verdâtre, puis brunâtre.
Un certain nombre d’auteurs donnent, comme caractéristique spectroscopique de la stercobiline, un spectre qui serait analogue à celui de l’iiydrobilirubine, c’est-à-dire une bande très foncée, large, entre B et F, et dilTuse à ses deux extrémités, d’autres ont décrit en outre une bande entre D et E moins foncée, qui se divise en deux parties dans les solutions faibles, ce qui est le spectre identique à celui de l’urobiline pathologique ; enfin, les solutions ammoniacales, traitées par le chlorure de zinc, présentent une quatrième bande du côté du rouge.
STERCOUIUNR
Ce spectre de quatre bandes dilTérencierait la stercobiline de rhydrobiIirul)ine, d'autant plus qu’on observe aussi certaines dilTérences dans le spectre produit par la soude, l’ammoniaque seule, le chlorure de zinc seul. L’on a aussi objecté aux divers modes de préparation, qu’ils ne présentaient pas la certitude absolue de l’isolement d’un pigment unique.
J’ai étudié avec soin les réactions spectroscopiques de la stercobiline, et j’ai pu constater que la plupart des dilTérences Indiquées dans la descriplion du spectre de la stercobiline, tiennent à la concentration des solutions observées. En effet, avec une solution très concentrée à forte épaisseur ayant la couleur de vin de Porto, l’on observe trois plages d’absorption en larges bandes d’absorption, la première dans le rouge jusqu’à B, la seconde au niveau de 1), commençant à gauche de D vers 0.3 O ). et s’étendant dans le vert d’abord très peu foncée puis progressivement plus accentuée au niveau de E, puis diminuant d’intensité et rejoignant une bande très noire s’étendant de b à F. Au-delà de F, le bleu, l’indigo et le violet ne sont pas complètement éteints.
A une épaisseur moindre, c’est-à-dire avec une concentration dix fois moindre. On observe une bande foncée dans le rouge jusqu’à C; la bande
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en D est divisée en deux parties, l’une à gauche très peu foncée vers G3o à Goo X, l’autre à droite de 58o X environ, très faiblement obscure, mais s’étendant jusqu’à 53o X, enfin une bande noire très accentuée de h à F, 617 à 58G X. Par Faction
aBCD EéF G
Fi(i. 6. — Spectre de la stcrcoldline.
de l’animoniaque, puis du chlorure de zinc, on observe aussi quatre bandes ou jtlages avec une concentration moyenne, présentant une couleur vin de Madt-re.
Origine, transformations et rôle de la stercobiline. — La stercobiliue se rencontre dans les fèces de l’homme à toutes les époques de la vie, j’ai constaté ([u’elle présente les mêmes caractères chez l’adulte et chez des nourrissons, dans les premiers mois de l’allaitement, comme ]>lus tard, Vierordt(‘), au moyen de son spectropbotomètre, a déterminé la quantité destercobi-
(1) ViERORDT. — Jahresb. f. Thier. Chem., 1875, p. i5a.
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line renfermée dans les fèces en vingt-qua Ireheures. Elle peut alleindre
C’est un pigment normal dos résidus do l'intestin qui leur donne leur couleur spéciale, il n’a pas pour origine les alimenis puisqu’il maïujue dans les selles décolorées, observées chez les ictériques atteints de rétention biliaire. Sa composition chimi([ue, ses caractères spectroscopiques autorisent à le rapprocherde riiydrobiliruhine et de Turohiline, c'est-à-dire des j)roduils d’oxydation plus ou moins prononcée de la hiliruhine.
I.a stercohiline est donc une forme de l’excrétion des pigments biliaires transformés dans l’intestin, par le travail de la digestion et les diverses sécrétions du tube digestif.
La stercohiline peut aussi être résorbée et elle est probablement éliminée par les reins sous forme d’urobiline, ou si elle est en excès, elle est éliminée à l’état d’urobiline palbologique qui peut être considérée comme identi(|ue à l’bydrobilirubine du foie et à la stercohiline.
Accessoirement, ainsi (|ue l’ont démontré des recherches de Iloppe-Seyler sur les excréments des chiens, et aussi quelques observations de matières fécales dans diverses condilions pathologiques, la stercohiline comme rurobiline peut avoir pour origine l'hématine et ses dérivés.
MÉTAMORPHOSES PIGMENTAIRES
lloppe-Seyler a doncpu soutenir l’opinion que l’hydrobiliruhine et la slercobiline se forment aux dépens des transformations de l’hémoglobine des viandes ; celte origine est possible, mais elle n’a qu'une importance relativement secondaire, puisque dans la rétention biliaire ou dans les fistules biliaires, les selles restent incolores, ne renfermant ni stercobiline ni hydrobilirubine, ni urobiline, alors même que le régime est composé de viandes.
On voit donc qu'il est nécessaire, pour apprécier le rôle de ces jiigments dans ce que l’on appelle la circulation enléro-hépatique, c’est-àdire le processus des pigments biliaires, de conserver, entre les urobilines, riiydrobilirubine et la slercobiline, les relations d’analogie que démontrent leurs réactions spectroscopiques aussi bien que leurs caractères chimiques.
Ces métamorphoses des pigments du sang, de la bile, de l’urine et des résidus intestinaux, présentent un ensemble de jihénornènes physiologiques dont la simplicité fait contraste avec la complexité des analyses qui ont amené ce résultat synthétique si important.
CHAPITKE TV
SPECTROSCOPIE DES PIGMENTS
Les |)igmenls sont des subslances colorées produites dans l’organisme, ils oiïrcnt une importance considérable dans l’étude générale de la nutrition, car ils sont liés à toutes les fonctions.
Les uns, sont à proprement parler, des agents de la respiration, tels riiémoglobine et ses dérivés ou se rattachent aux phénomènes de la nutrition comme les pigments biliaires, ou enfin aux plus importantes excrétions, tels sont les pigments urinaires.
Chez les animaux inférieurs où les fonctions sont moins distinctes les pigments peuvent servir à la fois à la respiration interstitielle et à la respiration cutanée.
D’auli •es pigments sont en rapport direct avec les organes des sens (pigments de l’œil, pigment cboroïdlen, j)ourpre rétinien) avec les tégu-
ROLE DES PIGMENTS
ments (pigments des plumes des oiseaux, des écailles des insectes), où ils ont nn rôle de relations extérieures, soit d’ornement caractérisant un des sexes, comme la tétronérythrine des liserés rouges desjoues du faisan ou bien ils servent au mimétisme ou Iransformalion de coloration des tégumenis (caméléons).
Ils jieuvent être des moyens de défense, comme le pigment brun des sépias, le j)Igment violet pourpre des ajilysles ou limaces de mer.
Enfin certains pigments sont plus particulièrement liés aux fonctions de rej)roduction et de développement, tels sont les pigments du jaune d’œuf, des ovaires, des œufs de certains poissons.
Celle classi beat ion jibysiologique est certes ])lus ralionnelle que celle qui ne serait basée que sur les colorations des pigments ou sur leurs caractères cliimiques qui ne sont pas encore définis rigoureusement.
L’étude des réactions spectroscopiques combinée avec les réactions ebimiques des pigments a eu pour premier résultat de multiplier les observations et de les étendre à toute la série animale ; malheureusement, l’on a aussi multiplié les désignations des pigments, mais après cet excès d’analyse et d’apjiellations dérivées jilusou moins correctement du grec, la synthèse a repris
PtGMENTS RESPIHATOIRES
ses droits, el l’on a pu établir quelques groupes assez bien définis, par leurs caractères spectroscopiques et ebimiquos et par leur rôle physiologique. C’est dans cette voie que la spectroscopieb iologique doit se maintenir, et c’est pourquoi nous avons dans dilîérents chapitres établi riiistoire des principaux de ces pigments, de sorte qu’il nous reste seulement à signaler les caractères généraux des groupes les plus importants des j)igments. On comprendra que nous nous bornions souvent à une simj)le énumération, insistant seulement sur les réactions spectroscü])iques lorsfju’elles présentent une caractéristique suffisante pour le classement de ces princij)es colorants. Anx pigments respiratoires proprement dits, ceux que nous avons décrits h propos du sang, de la lymphe, dans la série animale et qui sont caractérisés par l’association de la matière colorante à une substance albuminoïde, c’est-à-dire riiémoglobine et ses dérivés, riiémocyanine dans laquelle le cuivre remplace le fer de l’hémoglobine, l’hémoérylbrine (voir Lr sang et les Ilèmolymphes chez les invertéhrés, 'A® aide-mémoire, Cli. V), il faut ajouter (juebjues pigments moins nettement définis, mais qui présentent ce caractère important et commun qu’ils sont modifiés par les agents
HISrOHÉMATINR
d’oxygénation, l’air oxygéné, ou les agents fail)les de réduction, l’air chargé d’acide carbonique, ou les solutions faibles de sulfure de sodium ou sulfure d’ammonium, enfin, la caractéristique des pigments respiratoires, est que les changements de coloration dus à la réduction sont réversibles, c’est-à-dire que l’on peut reproduire alternativement l’état de réduction et l’état d’oxvgénation.
Au premier rang, se place Yhislohémaline de Mac-Munn qui est un pigment répandu dans un grand nombre de tissus, mais qui est surtout intéressant comme matière colorante du muscle (voir M\jo-Kèmatinp ^ Muscle, Ch. III, e" aidemémoire de Spectroscopie biologique).
Ca Chlorocruorine, que Lankester a étudiée chez les sabella et certaines serpules (vers) est un pigment renfermant du fer, de coloration verte (qui cependant peut être rougeâtre) mais qui se présente sous deux modifications qui sont comparables à celles de l’oxybémoglobine et de l’hémoglobine réduite. La transformation de celte substance sous l’inlluence de roxvffène ou
des réducteurs peut s’observer non-seulement chez l’animal vivant, mais aussi m vitro.
La chlorocruorine oxygénée présente deux bandes, l’une entre C et 1), l’autre entre I) et E;
LIPOCHROMES
la chlorocriioriiie réduite montre une bande unique, qui occupe la position de la première bande a de l’oxyhémoglobine, mais avec des bords moins nets (Lankester).
l-i’Hémoérythrineqiii a été rencontrée dans les corpuscules de sang du sipunculus, du phascolome, du phoronis (Lankester, Krukenberg) ne présente pas de spectre caractéristique.
Lipochromes ou lutéines. — Les pigments de ce groupe dont les types principaux sont la couleurjaune du tissu adipeux, du jaune d’œuf, du beurre naturel et du sérum du sang, présentent des caractères communs qui permettent, comme l’a dit Krukenberg, de les reconnaître et de les grouper au milieu du « chaos » des pigments animaux ou végétaux ; leurs caractères chimiques sont la solubilité comme les graisses dans l’éther, l’alcool, le benzol et l’essence de térébenthine.
Ils ont des réactions colorées spéciales.
L’iode, l’acide sulfurique les colorent en bleu ou en vert, l’acide nitrique les colore en vert.
Ils ont une coloration s’étendant du jaune au rouge et au jaune vert, de plus, leurs réactions spectrosco[)iquesdilîèrent très peu , elles sontsurtout caractérisées par une absorption des rayons entre le vert et le violet, soit de h à (i cl le plus
SPECTRE DE l’oVOLUTÉINE
souvent une ou deux ou même trois bandes en lie h et h, séparées par des espaces bleu et bleu violet plus ou moins larges.
I.a fig. 7 montre un type de celle absorption, c’esl-à-dire le specti'e de lovoluléine (ou lipocbrome du jaune d’œuf), en solution chloroformique, c’est presque identiquement le specti'e de la carottine ou substance colorante jaune de la carotte qui est dans la série végétale le type des lipochromes. Lés lipocbromes
aBCD Eô F G
Fig. 7. — Spectre de l'ovf luléiiie.
sont très facilement décolorés par la lumière mais ils j)résenlent une intensité tinctoriale très remarquable. La carottine cristallisée a pour formule C'^IIM), c’est la seule substance de la série bydro-carbonée qui soit colorée. Les lipocbromes sont très répandus dans les organismes animaux et même végétaux, dont ils forment les pigments, colorants les plus variables, surtout parmi les colorants jaunes ou orangés.
Chez les animaux supérieurs, les vertébrés, ils
DISTRIBUTION DES LIPOCHROMES
ont une relation particulière avec les organes des sens les plus délicats, jiar exemple, le pourpre rétinien ou rhodojisine ; ils se retrouvent dans la glande pituitaire, la portion corticale des capsules surrénales, la sécrétion sébacée, le lait, le tissu adipeux, et enfin dans les téguments des oiseaux ; ils donnent aussi aux reptiles, aux batraciens, en grande partie leurs couleurs vives et changeantes.
En résumé, les lipochromes sont chez les vertébrés supérieurs liés aux fonctions sensorielles, tégumentaires, et aux dépôts des produits d’épargne dans les tissus. Existant dans l’œuf (ovolutéine) où ils représentent l’origine des pigments, et plus tard colorant le sérum du sang ils se retrouvent non-seulement dans les humeurs normales, mais aussi dans les humeurs pathologiques, les sérosités, les épanchements inllammatoires.
Chez les invertébrés, les lipochromes ont un rôle moins bien défini, ils sont, en général, mélangés aux autres pigments respiratoires, de même que les phénomènes de la respiration cutanée sont souvent confondus avec les transformations mitrllives, les lipochromes s’unissent aux pigments respiratoires, comme chez les crustacés, ils peuvent enfin s’unir à des pigments
MÉLANIDES
d’origine végétale (la chlorophylle, l’indigo) dont ils deviennent les intermédiaires entre les animaux et les végétaux. C’est ainsi que le groupe des lipochromes comprend le plus grand nombre des matières colorantes jaunes et orangées de l’organisme, depuis le {)igrnent de la graisse chez les animaux jusqu’à la xantophylle des feuilles, des fruits, des fleurs à coloration jaune plus ou moins intense, telles que les crocus, le mélilot, l’asperge, les baies de belladone, le physalix et parmi les racines, la carottine.
Nous tenons à faire remarquer ici, encore une fois, que les caractères chimiques et spectroscoj)iques s’unissent pour démontrer ces relations remarquables qui ne seraient pas suffisamment caractérisées si l’on se contentait isolément soit des réactions physiques soit des réactions chimiques.
Les mélanides forment un troisième groupe de pigments très répandus dans l’organisme, comprenant les pigments bruns, ou noirs, quelquefois même violets ; tels sont la fusclne, pigment noir de la choroïde, le pigment noir de la peau et des cheveux, des ailes noires de certains oiseaux, le pigment noir des sarcomes mélaniques, des mélanomes du cheval blanc.
Dans ces pigments, on retrouve le plus sou-
MKLANOSE
vent du fer, mais dans quelques-uns ce métal est absent, [)rincipalement dans ceux que l’on a isolés chez les animaux inférieurs.
Ils ne donnent pas de réactions spectrales caractéristiques, mais seulement une obscurité plus ou moins régulièrement dégradée dans tout le spectre.
Il faut faire exce[)tion pour la mélanose du sarcome qui présente dans les tissus mêmes des teintes variant du noir au rouge brun, dans lesquelles on peut retrouver le spectre de l’hématine réduite, ou de rbématosidérose, du moins dans les parties périphériques des tumeurs en évolution ou dans les injections interstitielles ainsi que je l’ai montré chez des cobayes et des rats blancs inoculés parla mélanose (').
Bien qu’elle ne soit pas constante dans les tumeurs mélanotiques, la présence du fer a été constatée en petite quantité dans les sarcomes, Morner l’a démontrée au moyen du spcctropbotornètre, dans le produit des cendres des tumeurs mélaniques et de même l’on a établi le coefficient d’absorption de la mélanose en diverses régions du spectre.
(1) Hênocque. — Sur l'inoculation du cancer. Gaz. hebd. 1867. n» 705, 717, 781, et Société anatomique, t. XLIlt, p. a33, 1868.
PIGMENTATIONS CELLIILAIKES
L’action de l’acide picrique sur les mélanines est fort remarquable, tandis (jue le pigment noir de la choroïde, des cheveux, des téguments à l’état normal n’est point modilié par raclion de l’acide j)icrique, il n’en est [las de même du pigment des sarcomes et des cancers mélaniques, dans lequel il est possible de suivre sur des coupes traitées jiar le picro-carmin ou même l’acide picrique, l’inliltration de la matière colorante du sang dans les éléments des tissus et la transformation successive de l’hématine eu mélanine, ce qu’il est possible de reproduire expérimentalement. Ne pouvant insister ici sur le l’ole de la mélanine et sur l’origine et la distribution des granulations pigmentaires dans les cellules, nous renvoyons pour celte étude à la récente thèse de M. Paul Carnot (‘) qui renferme les notions d’anatomie et d’anatomie physiologique les plus complètes sur les granules, les cellules pigmentaires et 1rs nerfs colorateurs. La dernière conclusion de l’auteur est intéressante à citer parce qu’elle met en relief un aperçu nouveau du rôle physiologique des pigments.
« D’une façon générale, dit^M. Carnot, on ])eut
(M P. (>ARNOT. — lîecherehes sur le mécaniime de la jnffnicntatîon. Thèse de Doctorat de la Fac. des Sc. de Paris. 90G, 26 décembre 1896.
ROLE DE LA PIGMENTATIOX
« envisager la ])igincn(alion comme une défense « de la cellule contre les rayons lumineux, suret tout chimiques. Celte réaction de défense est « devenue générale conlre toutes les excitations « (mécanif|ues, chimiques, etc.), en déviant de « sa signification primitive. Au point de vue « phylogénique, peut-être doit-on considérer « avec M. Giard la localisation cutanée du pig- « ment comme la fixation, pour cause d’utilité « j)uhlique,des substances toxiques excrétées par « cette voie, mais dont la rétention a modifié « en mieux les conditions d’existence de l’indi- « vidu ».
Il faut considérer comme appartenant aux mélanines, le pigment de la sèche, qui est un cxemj)le do production pigmentaire ayant un rôle de défense, mais, au point de vue spectroscopique, ce pigment ne présente pas d’autre caractéristi([ue qu’une absorption plus ou moins prononcée dans toute l’étendue du spectre.
On peut rapprocher des mélanines ou des pigments dermiques l’éléidine, découverte par Ranvier (*), et qui est une matière colorante de
(*) Ranvikk. — Sur une substance noui'elle de l'épicUn'ine, etc, Cp. R. Ac. des Sc. :5o Juin 1.S7Ç) et De l’éléidine, distribution et répartition de cette
PIGMENTS TÉGUMENTAIRES
lepilliéliiim dans la couche située au dessus du corps muqueux, et du revêtement épithélial de la muqueuse huccale et de la langue chez un grand nombre de mammifères, mais ce pigment n’a pas été l’ohjet de recherches spectroscopiques. Nous savons cependant qu’il n’est ])as assez concentré pour modifier l’examen spectroscopique du sang, puisque si l’on examine la surface sousunguéale où il n’existe pas, à côté de la surface cutanée, l’on n’observe pas de différence appréciable dans l’aspect du spectre des deux parties.
Pigments tégumentaires ou pigmeyits dermiques. On réunit sous ce nom des pigments plus ou moins bien déterminés, offrant des couleurs fort variables, et qui semblent devoir rentrer dans un des groupes précédents, lorsqu’ils seront mieux connus.
Je me contenterai d’en citer quelques exemples. Telle est la Turacine, qui est le pigment des plumes bleues des ïouracos, qu’on peut obtenir en paillettes cristallines et dont les sol/itions présentent deux bandes entre D et K et une composition chimiquedéterminée. D’autres pigments peuvent être extraits des plumes d’oiseaux qui
substance. Cpt. R. Ac. des Sc., lo décembre i883, et Archives de Physiologie, 1884. ‘
PIGMENT DES APLYSIES
ne doivent pas leur coloration aux phénomènes de dilîraclion. Krulvenberg (*) en a figuré un tableau schématique qui doit être consulté par ceux qui voudraient poursuivre ces études.
. Aplysine. — Le liquide violet desaplysies, ou limaces de mer, représente des caractères très particuliers qui l’éloignent de la plupart des autres pigments des mollusques ; en effet, ce liquide ({ue les aplysies excitées ou effrayées émettent comme moyen de défense, s’éloigne par ses propriétés chimiques et spectroscopiques des pigments respiratoires ou d’origine animale; en somme, ainsi que l’a soutenu Ziegler, le spectre de l’aplysine jirésente avec celui des couleurs d’aniline une grande analogie.
Ce serait un mélange de rouge d’aniline et de violet d’aniline, dont les caractères de l’un ou l’autre des composants dominent suivant l’action des acides ou des alcalins.
De fait, le liquide coloré abandonné dans l’eau de mer à la putréfaction passe par des colorations violette, rouge, grenat, orangé et jaune et donne des spectres très dillerents.
Par exemple, le liquide étant exprimé et dis- ^
(') KRüKEMiKRo. — Griindzüge einer Yergleich ende der phgsiologie der Farb^toff und des Farben, Heidelberg, i88-h
Hesocquk — Speetioscopie biologique, ill 7
SPECTHE DE l’aPLYSINE
sont dans l’alcool puis filtré, il présente, suivant l’ép;iisseiir, un sj)ectre d’absorption pi’esque continu, ne laissant, passer que les rayons rouges ; mais à une épaisseur moindre, on aperçoit un renforcement de l’obscurité au niveau de la raie D des deux cotés, puis au niveau de la raie F et enfin entre 13 et F.
Dans une solution alcoolique diluée, on voit le spectre formé d’une bande large et foncée de F à E s’étendant jusqu’à 55o À ; sous une épaisseur plus faible, on ne distingue plus que deux bandes, l’une plus foncée et plus large au niveau
Fuj. 8.
Spectre ilu pigment île l'aplysie en solution alcooli([ue.
de F de 48o à 5oo \ et l’autre à droite et à gauche de E s’étendant de 5ao à 54o l.
L’oxalate de potasse colore le liquide en orangé et donne un spectre continu de E à F et audelà avec une diminution progressive de l’obscurité de E à I).
Le lluorure de sodium produit une couleur carmin foiîcé avec spectre d’absorption s’éten-
BKACTIONS SI'ECTRO-CHIMIQUES
(lant (lu milieu de l’espace CD à F, avec renforcements à droite et à gauche de D et entre h et F l’espace intermédiaire étant moins obscur.
l..orsqne le liquide exposé à la lumière et à l’air s’est décomposé et a pris une teinte de bière foncée (ou teinte de l’urine rouge jaune de Neubauer), on observe, sous une épaisseur convenable, un spectre bien plus compliqué.
Par exemple, j’ai noté après une macération d’un mois dans l’eau, l’obscurité du spectre de A à D et au-delà, jusqu’à G6o À, une première bande commençant à droite de G s’étendant de 645 à 63o X, une deuxième bande moins foncée au niveau de D de 690 à 670 X et une troisième bande la plus foncée s’étendant de E à F qu’elle déborde en devenant moins obscure, juscju’à 470 X où le spectre n’est plus éteint.
Ces observations ont été faites sur quarante aplysies recueillies soit à Concarneau, soit à Heaulieu-sur-Mer dans la Méditerranée. Elles sont confirmatives à bien des égards de celles de Moselev et de Mac-Munn qui ont observé des aplysies, celui-ci sur la côle ouest de l’Irlande, celui-là aux îles du Cap Vert.
Il semble résulter de ces réactions que le li quide des aplysies est une humeur mixte, mais il n’est pas prouvé que la coloration en soit due
FumciNE
réellemenl ù des matières culoraiiles dérivées de raniline.
La punicine est le ])igmenl qui consliluait la Pouviri'Q de Tyr\e\\e est fort intéressante au j)oint de vue historique et grâce aux travaux de M. I ^acaze-Dulhiers, il a été possible de reconstituer l’origine de la fabrication de la pourpre qui, comme moyen de teinture, était une production industrielle fort importante chez les Grecs et les Romains.
La punicine est un produit de sécrétion de mollusques marins appelés « purpuridés », et plus parliculièi’ement du pur|)ura et du murex, elle existe à l’état de ebromogène incolore qui, sous l’influence de la lumière solaire, j)rend une couleur qui devient successivement jaune, verte, violette et pourpre.
Pour j)ré|)arer la punicine, on ouvre les pur- ])ura ou les murex et, découvrant la glande entre le manteau et le tube digestif à côté des organes génitaux, on en recueille le mucus à l’aide d’un pinceau, il est incolore et si on l'étend avec de l’eau et qu’on l’expose à la lumière solaire il prend les colorations verte, bleue, violette.
Si on dissout le mucus dans l’alcool, on obtient pour la solution la môme action solaire, et un dépôt de pigment sous forme de poudre
CARMIN
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cristallisée, insoluble dans l’eau, l’alcool et l'éther, mais très soluble clans l’aniline, ce qui permet de l'isoler sous forme de groupes de cristaux étoilés et d’aiguilles irrégulièrement disposées. Celte substance est un chromogène, elle se transforme par oxydation en pigment coloré en pourpre.
11 y aurait même, suivant Lelellier, deux chromogènes dans les mollusques purpuridés, l’un vert pomme qui vire à la lumière au bleu foncé, l’autre vert cendré <jui tourne au carmin, et ces colorations seraient dues à un phénomène de réduction puisque les chromogènes se colorent sous l’influence des agents réducteurs et se décolorent par les o.xydauts.
l.es solutions alcoolicjues de la punicine présentent un spectre caractérisé par une large bande obscure s’étendant de C à I) qu’elle dépasse un peu.
L’on peut rapprocher de la punicine quelques pigments analogues produits par divers mollusques autres que murex et purpura.
Carmin. — Parmi les pigments observés chez les insectes et qui ne sont pas encore classés dans les groupes jirécédents, nous citons l’apbidéine, provenant des pucerons, et la stentorine bleue, qui semblent être des pigments respiratoires,
OIUOINE DU CARMIN
niais la plus imporlaute de ces inalières colorantes est celle que produit la cochenille, parce qu’elle est l’origine du carmin, qui présente des réactions spectroscopiques qu’il faut bien connaître, car elles ressemblent au premier examen à celles de l’oxyliémoglobine, ainsi que le montre la firj. 9.
Le carmin ou acide carminique est le pigment rouge extrait de la cochenille (coccus cacli), mais on le retrouve aussi dans d’autres espèces de coccus, ou gallinsectes et même aussi dans certaines plantes ; par exemple, dans les fleurs de la monarda didyma. On le trouve dans le commerce sous forme d'une poudre amorphe soluble dans l’eau et les acides minéraux, il est surtout employé à l’état de solution ammoniacale pour la fabrication de l’encre rouge ; et à l’état de picro-carminate d’ammoniaque, il constitue un des réactifs les plus utilisés en histologie pour la coloration du noyau des cellules.
Ces solutions ammoniacales ou picro-ammoniacales présentent deux bandes d’absorption, fort semblables ù celles de l’oxyhémoglobine, mais elles en diiïèrent par leur j)osition ainsi qu’on peut s’en rendre compte par la /ly. 9 rei>résentant une solution de carminale d’ammoniaque à (spectre inférieur) et une solution
SPECTRE DU CARMIN
• d’oxyliéinoglobine examinées à un cenliniùlre cube d’épaisseur.
On voit que la première bande du carmin commence un peu au-delà deD, soit à 58o X, elle
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Fit/. 9. — Spectres dn carmin et du sang oxygéné.
s’étend à 565 X environ, la seconde bande s’étend de 5.35 à 5oo X, c’est-à-dire commence un peu avant E et finit un peu au-delà de b masquant le vert et aussi une partie du bleu cyané. En outre, tandis que la bande a est plus foncée que la bande P de l’oxybérnoglobine, c’est au contraire la deuxiènie bande qui est plus foncée dans la solution carminée.
Les caractères des solutions plus concentrées de carmin sont variables ; en elTet, suivant l’épaisseur ou la concentration, on peut voir les deux bandes réunies, j)uis enlin rexiinction de tous les rayons colorés sauf la plage rouge, comme dans les verres rouges des j)botograpbes. Une solution de carmin ammoniacal à examinée à l’épaisseur d’un centimètre avec le spec-
PICRO-CARMINATE d’aMMONI AQUE
troscope à vision directe ne laisse plus passer que les rayons rouges, quelques rayons ronge orangé; mais l’obscurité du spectre est complète environ depuis 620 X, milieu du rouge orangé, jusqu’à la plage violette et au-delà.
Ces caractères spectroscopiques sul’Hraient pour ne pas confondre le carmin et l’oxyhémoglobine, mais les réactions chimiques sont plus dilférentes encore, puisque le carmin en solution ne présente pas sous l’inlluence des agents réducteurs (sulfliydrate d’ammoniaque, sulfure de sodium) une bande de réduction analogue à celle de l’iiémoglobine réduite.
Les solutions de picro-carminate d’ammoniaque, fort employées dans la technique microscopique, présentent une coloration analogue à celle du sang, ce qui les a fait utiliser par Malassez (*) pour établir des étalons de matière colorante destinés à être comparés avec des solutions de sang. Iæ picro-carminate d’ammoniaque présente un spectre composé, c’est-à-dire les deux bandes du carmin et, en plus, la bande de l’acide picrique située dans le bleu vers F.
(*) Mai.asskz. — Noie sur le spectre de picrc-carminate d'ammoniaque. Archives de phys. norm. et path., t. IV, p. 4i, 1877.
CHLOBOPHYLLE ANIMALE
Pigment chlorophyllien. Chlorophylle animale. — La chlorophylle a élé trouvée chez des an iinaux d'ordre inférieur et môme chez des insectes; cependant il ne faut pas croire que tout ce qui est coloration verte des téguments ou des tissus corresponde à la chlorophylle, et d’ailleurs la chlorophylle peut n’ètre pas verte, mais prendre une coloration rouge plus ou moins foncée comme chez certains rhizopodes marins, par e.xernple, le plakopus ruber. Enfin lachloro- ])hylle, que Ton rencontre chez quelques animau.K inférieurs, est due à la présence dans leurs tissus transparents d’algues vertes unicellulaires colorées par la chlorofihylle. C’est alors un simple phénomène de symbiose. Néanmoins, la chlorophylle se trouve à l’état de granulations colorées faisant partie constituante de certaines cellules. En elîet, suivant Engelmann, la chlorophylle existe à l’état de granulations dans l’ectoplasma de certaines voiiicelles, et différents auteurs l’ont également observée dans l’hydre verte, l’euglena viridis, le stentor polyrnorjihus, la spongia fluviatilis. Mac-Munn a retrouvé aussi la chlorophylle dans diverses éponges de mer, dans les élytres de cantharides (‘). Ce môme observateur a signalé la pré-
(I) Mac-Munn. — Journal of physiolof/n, IX, I.
CHLOROPHYLLE DES INSECTES
sencc d’une chlorophylle dans le foie de divers invertébrés, et il lui attribue sous le nom d entérochlorophylle un rôle respiratoire (*). Enfin parmi les insectes, chez les orthoptères à coloration verte, les manies religieuses, on retrouve une chlorophylle dans les téguments, ainsi que je l’ai constaté chez plusieurs espèces de sauterelles, en particulier les locuslldes ou sauterelles à sabre. On retrouve la chlorophylle dans l’alcool où ces insectes sont conservés, et l’on peut assurer que c’est bien dans les téguments et non dans le contenu de l’intestin que ce pigment existe, puisqu’on l’obtient ainsi que je l’ai fait, en enlevant préalablement l’abdomen avant de faire la macération alcoolique ou chloroformique du reste de l’insecte. On peut opérer de même avec les élytres des cantharides et par conséquent on peut se servir de la poudre de cantharides pour préparer cette chlorojihylle qui fait bien partie intégrante des téguments. La fîg. 10 montre le spectre de la chlorophylle préparée par un extrait chloroformique de poudre de cantharides.
Ce spectre est composé de quatre bandes, la première située dans le rouge entre H et C, c’està-dire entre G97 et 65o X. Celle bande est la
(') British tnedic. assoc., vol. XXXV, p. ^70.
TEINTUHE OE CANTIIAIUDES
plus noire, la plus foncée, une seconde bande est située entre C et D dans l’orangé, soit de 625 il 600 X, et la troisième bande à droite de 1) occupe la plage orangé jaune et jaune de 585 à 57G X, la quatrième dans le jaune vert, vert jaune, 54‘) à 5(io X, une large bande obscure de
Fifj. 10. — Spectre ilo la teinture cliloroformique «le canlliariile». connenlrée, le.s trol.^ièine et quatrième bandes sont presque l'on- (omlues,
.490 à 4Go X dans le bleu, puis la réapparition du spectre bleu, et enfin une plage obscure s’étend du milieu de l’espace de F à G dans l’indigo, 44^ 425 X, laissant apercevoir la plage
bleu violet, vers .‘I20 X.
Ce spectre correspond à celui de la cblorophvlle et au spectre de la cbloropbylle observée par II. Becquerel et C. Brongniart citez les Bbyllies, orthoptères de la famille des Plasmides, insectes qui atteignent une taille considérable et présentent ce mimétisme remarquable qui les fait ressembler à des feuilles. L’examen spectroscopique du phyllium crurifoliurn, provenant
RÔLE DE LA CHLOROPHYLLE
de Java, à l’état vivant, leur a fait constater un spectre ne diiïérant de celui des feuilles vertes ([ue par des détails d’obscurité et d’étendue des bandes sans importance.
Le rôle de la cbloropbylle chez les animaux est, en somme, accidentel, car la cbloropbylle, quant à présent, ne semble avoir qu’une importance secondaire comme pigment, et surtout comme pigment tégumentaire, mais l’existence d’une chlorophylle chez les animaux, si manifeste chez les cantharides et certains orthoptères, offre un intérêt très ])articulier en physiologie générale et en zootechnie biologique ; la chlorophylle animale, en effet, se rattache à un groupe atomique qui est l’origine des chlorophylles ayant des caractères spectroscopiques communs, mais qui offrent certaines différences et des pro- ])riétés dont le rôle biologique n’a pas encore été suffisamment défini.
De même que les lipochromes forment une série analogique ou de transition entre les pigments des animaux et ceux des plantes, il est permis de faire cette hypothèse que la chlorophylle, chez l’animal comme dans la plante, présente des états intermédiaires, ayant des caractères spectroscopiques presque identiques et des fonctions analogues, et servant de transition en-
FONCTION CHLOROPHYLLIENNE
tre les pigments respiratoires qui produisent de l’acide carbonique avec l’oxygèue de l’air, et les pigments chloroj)hylliens qui dégcigent de l’oxygèue, et tixent le carbone ou absorbent les rayons fluorescents de la lumière pour transformer leur potentiel en énergie cbimique, ainsi (jue le dit A, Gautbier donnant une forme nouvelle aux conclusions de Claude Hernard qui a déterminé avec sa précision habituelle le rôle de la chlorophylle dans la nutrition.
« La fonction chlorophyllienne, dit-il (*), appartient à la synthèse assimilatrice ou organisatrice qui forme les réserves ou régénère les tissus dans les organes... Le fait chlorophyllien est plus particulièrement sous la dépendance de la substance vivante par excellence, le protoplasma, soit dans la cellule, soit dans le noyau. »
Pourquoi hésiterait-on à admettre la chlorophylle animale, sous ce j)rétcxte dognialicjue que la chlorophylle établirait une distinction formelle entre l'animal et la plante ?
Pigments microbiens. — Je dois signaler ce dernier groupe de pigments dont l’étude spectroscopique est encore fort incomplète.
p) Bernard. — Leçons sur les phthi07uè7ies de la vie C07717U U71S aux a7ii77iaux et aux végétaux, t. Il, p. 222- 239. Paris, 1879.
liO
PIGMENTS DES MlCHOllES
Ce sont ceux qui i.onstltiieiü les matières colorantes élal)Oiées par les bactéries chromogènes. On les rencontre accidentellement dans les humeurs, le lait, la sueur, les larmes, le pus.
On a cependant observé les conditions générales de celte fonction cliromogène ; les pigments se forment dans le pro'.oplasma cellulaire, et ils ne sont nettement visibles que dans des amas ou les colonies de ces microbes, et surtout dans les cultures, où la coloration peut ditîuser dans le milieu de culture ; cependant à l’état de développement parfait, ces pigments restent dans la cellule. La puissance chromogène varie avec l’activité du développement des bactéries, elle diminue lorsque la vitalité de ces éléments est atténuée, les colorations sont alors moins foncées, et même disparaissent. La lumière ne semble pas avoir d’inlluence marquée sur la fonction cbromogénique, l’oxvgène au contraire lui est nécessaire et l’active.
J^nfin certaines bactéries présentent des colorations multiples suivant le milieu de culture, elles sont polychromes. Les caractères spectroscopiques de ces pigments, n’ont été étudiés que
(1) CORNIL et Bahks. — Les Bactéries, Paris, 1886 et Macé. — Traité pratique de Bactériologie, Paris, 1891.
MIGHOOCUS PRODIGIOSUS
sur un potit nombre d’entre eux, qui sont d’ailleurs les principaux types (').
Le micrococcus procligloms est coloré en rouge, il a été rencontré dans l’air, dans la farine, le pain avarié, l’amidon cru, le pain azyme. C’est ce micrococcus qui, cultivé sur des hosties, y forme des taches rouges comparables à des taches de sang, phénomène longtemps considéré comme miraculeux, d’où le nom de prodigiosus. Il se développe aussi sur le blanc d’œuf cuit. Knlin il se rencontre dans diverses humeurs qu’il colore en rouge, telles que le lait, la sueur, la salive. Cependant il ne paraît pas être pathogène.
Ce pigment est insoluble dans l’eau, soluble dans l’alcool, l’examen spectroscopique y démontre deux bandes situées dans le vert et le bleu, la première bande est plus large et plus obscure que la seconde qui est moins accentuée, ce spectre est caractéristicpie.
Le Bacille érrjtlirogène se rencontre aussi dans le lait rouge (Ilueppe). Sa matière colorante se dilîérencie de la précédente par sa réaction spectroscoj)i(jue. En elfet, elle présente deux bandes noires entre D et E et une bande dans le bleu.
HACILI.E DU LAIT BLEU
Le Bacille du lait bleu ou Bacillus syncyaneus,a(iiii éludié très complètement parNeelsen qui a figuré les réaclions spectrales de cette matière colorante ressemblant à bien des égards à la tripbényl-rosaniline. Recueillie dans les bacilles développés près de la surl'ace du lait bleu contenu dans un vase, elle présente une large bande s’étendant de 6o5 X à gauche de 1) jus([u’à 55o X dans le jaune vert. La bande est très obscure à droite de D, environ de 55() à 55o X, puis elle s’atténue à droite et à gauche.
Traité par la j)olasse caustique, ce pigment devient ronge rose, avec une bande très large, conimençant à droite de D (58o X) très toncée jus(ju’à E et h et s’étendant un peu au delà de F jusqu’à X, mais en devenant progressivement plus obscure.
Les acides peuvent ramener au bleu la matière colorante, devenue rosée par les acides. Enfin si on la laisse longtemps en présence de la potasse caustique, elle prend une coloration briquetée, et au bout de heures elle devient Iluorescente.
Son sj)ectre présente une large bande commeiK.ant un peu avant E, couvrant le vert, la raie b et le bleu cyané, la raie F et enfin
RACTKRlO-PUnPl'RINE U 3
s’étendant dans une partie du bleu jusqu’à
Le mio'ococcus ochroleucus, trouvé par Legrain dans le pus de ruréthrite, ne présente pas de bandes délimitées, mais un obscurcissement du spectre depuis D jusqu’au delà de F, avec renforcement de l’absorption au niveau de F.
ha groupe des Beggiaioacés comprend aussi une espèce chromogène, à coloration couleur rose de pèche, c’est la Beggialoa Roseo-persicina qui serait l’élément colorant de la morue altérée, dite morue rouge.
Son pigment présente une teinte rose d’où le nom de bactério-purpurine que Ray Lankester lui a donné. Son spectre est caractéristique, il est constitué par (juatre bandes ; la première, large, est située dans le jaune j>rès de D ; viennent ensuite deux bandes faibles dans le vert près de F et b, puis une bande faible dans le bleu près de F ; enfin à partir de G le spectre est obscur. On a rapproché ces réactions de celles de l’alizarine et de la purpurine. Tels sont les travaux qui peuvent servir d’exemple pour une étude d’ensemble des pigments des bactéries chromogènes.
(<) Neelsen. — Colin, Beitrage z. Biol.d. Pli., III, a. Hksocque — Spectroscopie biologique, III 8
114 BACTÉRIES CHROMOGÈNES
Il existe un grand nombre d’espèces, qui offrent toute une série de couleurs. C’est ainsi que la coloration rouge existe encore dans les colonies ou les cultures du micrococcus cinabareus, du bacillus ruber , du micrococcus roseus l’orangé, le jaune dans micrococcus pyogenes aureus, micrococcus cereus, tlavus, micrococcus luteus, sarcina lutea, bacillus synxantheus.
La coloration verte existe dans le bacille de la diarrhée verte des enfants (Lesage), le bacillus viridis, le bacillus chloreus. Le bacillus pyocyaneus est vert et bleu, l’on trouve encore les teintes brunes dans le bacillus fulvus, le bacillus brunneus. Enfin le violet est représenté par le bacillus violaceus, le bacillus jantbinus. A celte liste, s’ajouteront d’autres espèces, sans parler des bactéries polychromes, décrites par Thlry.
CÜAPITIŒ V
DOCUMENTS TECHNKJUES
Dans le premier aide-mémoire de speclroscopie biologicjtie, j’ai consacré un chapitre à la technique générale, et dans plusieurs des chapitres de ce livre, j’ai exposé les notions nécessaires au mode d’emploi des appareils plus spécialement destinés à l’étude du sang ('). 11 est utile de compléter ces notions par l’exposition de certains procédés qui se rapportent j)lus j)articulièrement à la speclroscopie des organes et des humeurs.
Éclairage. — Les humeurs, sous l’aihle épaisseur, sont le plus souvent examinées à la lumière transmise, elles sont recueillies dans de petites cuves de verre en forme de paralléli{)ipcdes, ou bien, prisnïatiques, qui sont placées devant la (*)
(*) Ilématospectroscopes. Analyseur chromatique, ophlalmospectroscope .
ÉCLAIRAGE
source de lumière, le gaz, la lampe Carcel, ou une lampe à pétrole. Dans ces cas, on examine horizontalement les liquides mais les dispositifs qui permettent d’observer directement et verticalement par transparence à la lumière solaire sont préférables. Nous avons vu qu’avec les cuvettes bématoscopiques, on peut utiliser un simple miroir placé devant une fenêtre avec l’inclinaison nécessaire, et les bématospectroscopes, sous une forme plus parfaite et plus facile à manier, olîrent une platine sur laquelle on peut déposer de petites cuves de cristal, plus ou moins j)rofondes, qui sont éclairées j)ar transparence au moyen d’un miroir comme les microscopes ou les porte-loupes pour la dissection.
L’bématospectroscope (modèle de l'étudiant) figuré p. 89 de la Sjiectroscoj^ie du saïuj, en partie démontable, tel que le construit actuellement ]\I. Pb. Pellin, se prête à la plupart des combinaisons nécessaires jjour observer dans des cuvelles ou dans des tubes plus ou moins larges. La lumière solaire est la plus favorable parce qu’elle montre les raies de Frauenbofer, ce qui permet de déterminer rapidement et de reproduire par le dessin la position et l’étendue des bandes avec un simple spectroscope à vision directe. Néanmoins, toutes les fois qu’on voudra
SPECTRE DE l’aTMOSPHÈRE
observer avec précision des bandes faibles situées j)rès de D à gauche ou à droite, il est indispensable de vérifier avec une lumière artificielle, parce qu’à l’aurore ou vers le coucher du soleil, ou bien enfin lorsque le temps est brumeux ou pluvieux, le spectre de l’atmosphère humide présente des raies qui, très rapprochées, et ressemblant à des bandes d’absorption, pourraient être rapportées à l’absorption des humeurs examinées. Tel est le cas plus particulièrement pour l’analyse des urines. D’ailleurs, le spectroscopiste doit se familiariser avec le spectre de l’atmosj)lière qui a été l’objet des remarquables travaux de .lanssen (‘).
Il est plus souvent nécessaire d’étudier les humeurs ou les solutions pigmentaires à des épaisseurs variables, et de pouvoir apprécier les transformations des spectres produites par une dilïérence d’épaisseur très notable qui correspond, en somme, à une dilTérence de concentration. Je rappelle que c’est le principe qui m’a mené à constituer Thématoscope, mais pour des études qualitatives plus simples, il y a divers
(•) Comptt’s-rendus de l' Académie des sciences, i8G8, p. C)~pA et iGl"), p. i88f), /|3i, i8()0.
Lkkicvkk. — Spectruscopie. Encyclopédie des Aidemémoire, Gautliier-Villars et Masson, éditeurs, p.i33-i3G.
LUMIKRE BLANCHE DIFFUSE
movens à utiliser; ainsi que je l’ai dit à propos de l’uriue, les vases prismatiques, dits indigotières, lorsqu’on en a gradué l'épaisseur pour les diverses hauteurs de liquide, sont d’une application des plus faciles, puisqu’il suffit de les maintenir verticalement devant la lumière du ciel ou une lumière artificielle pour étudier avec le spectroscope à vision directe tenu horizontalement, le spectre des solutions variant en épaisseur de quelques millimètres à 3o ou 35 millimètres.
On a construit, suivant les mêmes indications, des prismes de base beaucoup plus large, mais ils ne présentent pas d’avantages et il est bien préférable, je le répète encore, d’employer des dispositifs qui permettent d'e.xaminer verticalement et à la lumière réllécbie par un miroir les liquides sous des épaisseurs variables.
Éclairage par la lumière blanche diffuse. — L’emploi des réflecteurs blancs, soit en porcelaine, émail ou même de papier blanc est fort utile en spectroscopie, soit pour examiner les objets par transparence, c'est-à-dire en remplaçant le miroir réflecteur par une plaque de porcelaine ou d’émail blanc, soit pour examiner le sang dans des godets en porcelaine, ou par une application des plus simples pour étudier au
DÉMONSTRATIONS
spoctroscope l’urine dans le vase de nuit de porcelaine blanche.
Une démonstration que j’ai faite à la Société de biologie le 9 février i8M4(‘) et qu’il est facile de réj)éter, met en évidence l’action de la double rélle.xion de la lumière blanche.
Une série de tubes ayant 1 centimètre de diamètre renferme des substances qui présentent des bandes d’absorption, les dilutions sont déterminées de manière que certaines bandes apparaissent à peine si on les examine par transparence à la lumière d’une bougie; or, si ces tubes sont posés sur une plafjue de porcelaine blanche et exposés à la même lumière, mais directement, c’es'-à-dirc placés au-dessous de la llamme et inclinés de fagon à réllécliir la lumière, on voit les bandes apparaître plus nettement et l’on en peut constater d’autres qui n’étaient pas visibles.
1° Une solution de sulfate de didyme à
examinée par transparence dans le tube de 1 centimètre d’épaisseur ne montre pas de bandes d’absorption nettes, mais si le tube est ])lacé sur une plaijue de porcelaine, on peut distinguer à la lumière d’une bougie une bande
(!) IIknocque. — C\^l, R. S. B._ 8« série, t. I, p. 5g.
DKMONSTRATIONS
formée de raies presque confondues enlr’elles, à droite de la raie D et même une seconde bande dans le vert.
2° Une solution de picro-carrninate d’ammoniaque à montre deux bandes caractéristiques à droite de D dans le jaune et dans le vert, si on l’examine sur la porcelaine les deux bandes sont réunies, et l’espace jaune-vert qui les séparait a disparu,
3° Du sang- humain en dilution étendue ne présentant qu’une teinte rose très pâle, examiné par transparence, ne montre aucune bande caractéristique ; mais, observé sur la porcelaine, il montre la bande large caractéristique de l’hémoglobine réduite.
4° U’hémolympbe de la larve du cbironomus étendue d’eau montre, ])ar transparence, les deux bandes de roxyhémoglobine ; vue sur du paj)ier ])orcelaine (papier du sphygrnographe ou des cartes de visite) elle montre ces deux bandes plus larges, à peine séparées par un espace vert sombre.
5“ De la teinture de cantharides montre par transparence une bande très nette dans le rouge. En l’examinant sur la porcelaine, on distingue une seconde bande dans l’orangé à gauche de D.
6“ De l’essence de violettes présente par trans-
PROCKDK DES GODETS
parence une bande dans le rouge, et sur la porcelaine, deux autres bandes dans l’orangé et près du bleu, caractéristiques de la chlorophylle. J’ai cherché à déterminer la valeur de l’augmentation produite sur l’intensité des phénomènes spectroscopiques par la lumière blanche dilTuse, mais je n’ai pu encore l’évaluer que d’une manière approximative; cependant il m’est démontré que, pour le sang, les solutions de sels de didyme, l’épaisseur de la couche observée à la lumière solaire donne des bandes d’absorption aussi nettes que les mêmes solutions observées par transparence ayant une épaisseur double et môme triple. C’est ainsi que six gouttes
de solution de sau" à diluées dans i cen-
^ lüo
timètre cube d’eau donnent, par l’éclairage de la porcelaine, deux bandes aussi nettes que douze gouttes de la môme dilution examinée par transparence, l’épaisseur restant la môme.
Ces notions ont été le point de départ de plusieurs procédés, utiles en spectroscopio et en clinique, que je dois décrire avec ({uelques détails.
Procédés des godets. — Dans les recherches spectroscopiques où l’on ne peut examiner que quelques gouttes de liquide coloré, ou bien un tissu imprégné de matière colorante, on se sert, avec grand avantage, de godets de porcelaine
RECHERCHES MÉDICO-LÉGALES
blanche, de 2 à 3 cenlimètres de diamètre. C’est par ce procédé que j’ai pu, en recueillant quelques gouttes de sang extraites de l’oreille chez des cobayes et des lapins et déposées dans une série de godets, étudier, à des intervalles de deux à cinq minutes, les transformations de l’hémoglobine en méthémoglobine produite par le nitrite de sodium et le nitrite d’amyle, déterminer ainsi le temps nécessaire pour la production de la méthémoglobine, la durée de cette transformation, et aussi la durée du temps nécessaire pour l’élimination des nitrites ou plutôt la période de restitution de l’hémoglobine dans le sang(').
Le procédé des godets, est utilisable pour l’examen des humeurs ou des pigments dont on ne peut avoir qu’une petite quantité, parce qu’il jiermet d’examiner ces liquides sous des épaisseurs variables par la simple inclinaison du godet.
Enfin, dans les études médico-légales des taches de sang ou d’autres substances colorées sur du linge, des tentures, du bois, on procédera de la manière suivante : Une portion du tissu présentant la tache, (|ue ce soit du linge ou
1' Hknocque. — E(t(de xprctroscopiqne de l'action du nitrite de sodium sur le saur/. (Comptes rendus Soc. de biologie, séance du 22 décembre i89r>.
ÉCLAIRAGE ELECTRIQUE
im''mo une lamelle de bois, de parquet, est collée dans uii godet de porcelaine avec une colle incolore, jinis hnmectéed’ean. On rexamine alors avec un simple spectroscope à vision directe et l’on peut faire agir sur la tache les réactifs caractéristiques; par exemi)le, les agents réducteurs tels que le sulfhydrate d’ammoniaque s’il s’agit du sang : on a ainsi l’avantage d’éviter la séparation de la tache et du tissu, ou une dilution qui fait disparaître la substance colorante, c’est-àdire la preuve matérielle qui doit, au contraire, rester contrôlable.
Éclairage par la lumière diffuse d'origines diverses. — f^e mode d’éclairage employé dans l’examen hérnatoscopique de l’ongle et des téguments, est la lumière diiïuse, il n’est pas nécessaire de répéter les indications que j’en ai données.
Il peut se faire aussi au moyen de la lumière électrique par incandescence, par le gaz, et avec une lampe à pétrole.
I.,orsqu’on veut étudier la durée de la réduction au pouce la nuit ou dans un endroit obscur, on se sert avec avantage de la lumière électrique par incandescence, la prj. ii montre le dispositif que j’ai imaginé dans ce but.
L’appareil est constitué par un collier qui est
Sre.-lroscopp iclîiirô par une lampe à ineatulescence
dessus et en avant de la fente du spectroscope et éclairent l’angle du pouce. I.a petite lampe à incandescence est fixée dans le réfiecteur, deux petites bornes placées au-dessus de celui-ci reçoivent les conducteurs qui transmettent le courant d’un accumulateur ou d’une pile au bichromate donnant \ volts.
EXAMEN DES FILTRES
l’our terminer, il est ulile de signaler les avantages que présente l’exanien direct des liltres imbibés de substances colorantes, par exemjile pour les j)igments de l’urine, les pigments biliaires, enfin les diverses tacbes qu’on peut observer sur les linges dans les expertises médicolégales : sang, méconium, matières stercorales. Un examen préalable à la lumière dilTuse peut donner de précieuses indications. On facilite l'examen en Imbibant les filtres d’huile, de glycérine ou de vernis.
CllAPlTUE VI
SPEGTROSCOPES POUR L'EXAMEN DES UQUIDES A ÉPAISSEUR VARIARLE
Avant de décrire les aj)pareils ingénieux et précis qui ont été inventés dans le but. d’examiner les liquides sous des épaisseurs variables, je signale le dispositif le plus simple que j’ai bien souvent utilisé dans les recherches préliminaires du si)ectre des substances colorantes.
Qn dispose sur la platine de l’bématospectroscope de l’étudiant, ou même sur la platine d’un slativ quelconque comme celui d’un porteloupe à dissection, un vase de verre en forme de cène tronqué et gradué, tel qu’on en emploie surtout en photographie, sous le nom de godets gradués; on les choisit de façon que le fond soit bien régulier et transparent, sans bulles, et avec la graduation en centimètres cubes. On établit une échelle de l’épaisseur du li(juide correspon-
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daiile, de sorte qu’on puisse toujours déterminer l’épaisseur ou la j)rorondeur de la substance contenue dans le récij)ient et dont on fait varier la hauteur en ajoutant peu à peu du liquide.
L’éclairage se produit au moyen du miroir et, avec le spectroscope à vision directe, on examine la solution colorée à des épaisseurs progressives. On peut employer dans le même but de gros tubes de verre à fond plat, ou des tubes fermés par une rondelle de verre lutce avec un ciment convenable pouvant résister à l’action de l’alcool.
Des appareils plus compliqués, mais dans les- (juels les mouvements sont exécutés mécaniquement, ce(|ui rend les mensurations de l’é[)aisseur plus faciles à déterminer exactement en môme lemj)sque l’on peut faire varier l’épaisseur dans les deux sens en j)lus ou en moins, sans ajouter ni retrancher de liquide, ont été désignés sous le nom de spectroscopes pour l'observation d'un liquide sous des épaisseurs variables, par les premiers constructeurs.
Moitessier a figuré l’appareil construit par llolfmann dans Éléments de physique appliquée à la médecine et à la physiologie optique, p. 267, G. Masson, 1879.
Plus lard, Yvon a fait construire, par Duboscq,
PROCÉDÉ SIMPLIFIÉ
uii spectroinèfre à épaisseur variable, qui ]>résenle une disposition analogue au pi’écédent appareil, et qui est décrit dans le Ma^iuel elinuiue de l'analyse des 'urines d’^von, 4* édition,
Fi(j, 12. — Examen ppeclroscopique à des épaisseurs variables.
i8()3 (p. 261). Avec cet instrument, on peut e.xaminer les liquides à des épaisseurs variant entre 0 et 70 millimètres.
Cette épaisseur est insuffisante dans bien des cas où l’on e.xaminedes liquides ou des humeurs
UHOSPECTROSCOPE
faiblement colorées, l’urine en particulier, c est ' pounjuoi j’ai employé un dispositif qui permet d’obtenir une épaisseur de li(juidc plus grande que les autres spectroscopes analogues. Cet appareil, que j’ai fait construire en 1890, est représenté par la fig.
11 est essentiellement constitué ])ar une hante tige quadrangulaire fixée sur un pied solide et qui supporte les organes optiques :
i°un large miroir;
2° un large tube ou cuvette cylin-
drlque qui reçoit >’• “
le liquide à examiner ; 3® un tube cylindrique d'épaisseur moindre, entrant dans le précédent, et qui est fermé par une plaque do verre bien transparente et soudée a la face infé-
llK.voi'yLK — Specli'osco[>i« l>iologi<iu(“, lU
POLYSl’ECTROSCOPE
rioure du tube ; cecylindre est destiné àrecevoir le spectroseope, il est mobile dans le gros tube au moyen d’une vis à crémaillère el, suivant qu’il s’élève ou s’abaisse, il circonscrit des épaisseurs plus ou moins étendues, et qui se mesurent par une graduation établie sur le cylindre extérieur; l’épaisseur peut varier de o à lo centimètres ;
4° le spectroseope placé dans ce tube est supporté par une pince, ce qui permet de le régler avant de le placer dans le tube. On peut employer un simple spectroseope à vision directe, et, de préférence, mon spectroseope à échelle latérale graduée qui permet de déterminer exactement la position des bandes observées ;
5° enfin, j’ai placé au-dessus du sjieclroscojie un prisme à rétlexion, qui permet d’examiner horizontalement les spectres à travers le spectroscopc à vision directe maintenu dans sa position verticale.
J’ai donné à cet appareil le nom d’uroscope en le présentant, dès 1889, à l’Exposition de la Société de Physique (séance de Pâques), mais il représente, en réalité, un dispositif de spectroscope d’absorption universel ou polyspectroscope.
M. Gautrelet a récemment fait connaître un spectroseope à épaisseur variable dans lequel la
UROPIGMENTOMKTRE
mensuration de l’épaisseur peut se faire sur le disque qui sert de pied au spectroscope et qui présente des divisions auxquelles, d'ailleurs, correspondent des quantités relatives d’urobiline et d’uroérythrine calculées et disposées en une table de concordance.
Cet uropigmentomètre a été appliqué par Gautrelet au dosage de Curobiline et de l’uroérytbrine dans un très grand nombre d’analyses. Enfin, si l’on avait besoin d’examiner des solutions très diluées de sang ou d’autres matières colorantes, on pourrait utiliser l’hémaspectroscope de M. Maurice de Thierry, qui est disposé j)Our examiner les liquides dans un tube analogue aux tubes servant à l’analyse polarirnétrique, et dont la longueur peut être portée à 5o centimètres et au-delà même.
Tous ces dispositifs présentent des avantages spéciaux, suivant l’objet des études spectroscopiques, mais, pour l’étudiant ou le praticien, le procédé le plus simple est celui qui est décrit au début de ce paragraphe, et qui peut suffire longtemps à l’éducation des spectroscopistes et aux recherches cliniques.
CIIAPITUE YII
MICROSPECTRÜSCOPIE
Microspectroscopes. — Les microspeclruscopes sont lesinslrumenlsqui servent à observer ù l’aide du spectroscope, l’image d’un objet amplifié par l’objectif d’un inicroscoj)e.
L’idée première qui a été l’origine de ce procédé d’analyse spectrale était en quelque sorte la proposition inverse, c’est-à-dire que les premiers observateurs ont cbercbé à examiner, à l’aide du microscope, le spectre produit par un spectroscope, et aussitôt que tes premiers travaux de sj)ectroscopie furent connus, Iloppe-Seyler(i862), puis Valentin, i863, étudièrent l’action des diverses parties du spectre sur des préparations microscopiques ; ils recevaient, sur le miroir du microscope, la lumière produite par une portion déterminée du spectre fournie par le spectroscope ; Preyer, en 1866, à l’aide d’un dispositif
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analogue, j)ut observer les bandes d’absorption de la matière colorante du sang ou des globules rouges du sang, et l’action de l’acide carbonique sur ces éléments.
Ces procédés de recbercbesolîraienl de grandes .difficultés et ce n’est que depuis la découverte des spectroscopes à vision directe que la microspectroscopie est devenue d’un emploi facile.
Le microspectroscope de Sorby et Browning ])eiit être pris comme type des instruments de ce genre. 11 se compose essentiellement de trois parties distinctes, un tube supérieur et un tube inférieui’ sé])arés par un tambour métallique.
f.e tube supérieur est un spectroscope à vision directe, fermé par un oculaire rendu mobile à l'aide d’une vis ([ui permet la mise au point de l’image spectroscopique, le tube inférieur est lui-même garni d’une lentille plan convexe analogue à la lentille d’un oculaire de microscope. f.,e tambour comprend trois parties distinctes, le diaphr agme, un petit prisme de comparaison et une ouverture latérale. Le diaphragme est disposé de façon à pouvoir donner une fente très réduite, il est actionné par un verrou qui permet, en outre, de supprimer à volonté les rayons lumineux du petit prisme de comparaison. Celui-ci, en etTet, est placé sous le diaphragme et vis-à-
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vis de l’ouverture latérale, de faeon qu’il peut transmettre, en les dispersant, soit les rayons lumineux venant de l’éclairage du microscope, soit les ravons émanant de l’ouverture latérale.
Celle-ci est munie d’un tube supportant une loupe et un petit miroir réflecteur.
Pour mesurer la position et l’étendue des bandes d’absorption, une échelle photographique est adaptée au tube supérieur, elle est munie d’une lentille actionnée par une vis pour la mise au point.
Les microspectroscopes de Nachet, d’IIartnack, celui que Fumouze a fait construire par Lutz, enfin celui de Zeiss sont analoguesau type Sorbv et Browning.
Le microspectroscope de Zeiss est le plus perfectionné de tous ; le tube supérieur est divisé en deux jiartics, de sorte qu’il supporte à la fois le spectroscope et un oculaire microscopique, mobiles indépendamment l’un de l’autre, ce qui permet de mettre d’abordau point avec l’oculaire la partie précise de la préparation que l’on veut examiner, et de superposer la partie spectroscopique sans modifier en rien la position de la préjiaration.
On peut facilement, avec cet appareil, examiner une couche de sang composée de globules
MICROSPECTROSCOPE SIMPLIFIÉ
rouges isolés ou disposés en piles de monnaie, et vérifier ce fait que j’ai démontré, à savoir qu’une pile de globules du sang étalée de façon que trois à quatre globules soient superposés, montre les deux bandes de l’oxyhémoglobine (voir p. i4i).
Microspectroscope simplifié. — 11 est possible, avec un peu d’ingéniosité, de remplacer les microspectroscopes par un simple spectroscope à vision directe, auquel on fait un manchon de carton qui permet de l’introduire dans le tube . d’un microscope quelconque, et de l’y maintenir en position fixe. Dans ce cas, il faut d’avance mettre au point l’image de la préparation, à l’aide d’un oculaire, que l’on enlève pour introduire le spectroscope à vision directe qui a dû être préalablement réglé et mis au point. Si l’on se sert du spectroscope à échelle latérale, on peut déterminer la position et l’étendue des bandes.
Cette disposition, très simple, ne donne pas de spectre de comparaison, mais elle est suffisante pour un grand nombre de cas.
On peut employer pour le microscope des objectifs variant entre les n°® li, 3, G et 7 de Nachet, Ilarlnack, Vérick, Leitz, Zeiss ; mais les forts grossissements ne sont pas nécessaires dans la plupart des cas, et, comme principe général.
SPECTBOSCOPIE AVEC LA LOUPE
il faut se borner à rechercher le grossissement qui suffit à bien délimiter la partie de la préparation que l’on veut observer ; par exemple, pour un vaisseau, il suffira des objectifs de 2 à 4> pour des globules rouges isolés, il faudra atteindre 5 ou 0 et, si l’on veut avoir l’ensemble de coloration d’objets plus ou moins compliqués, par exemple, de petits insectes, des vers, des larves, on bien étudier les phénomènes de la circulation dans les larves de batraciens, dans la patte de la grenouille, il y atout avantage à se contenter de grossissements très faibles, diamètres et même moins.
C’est ainsi qu’on en arrive à se servir de la loupe, c’est-à-dire à examiner au spectroscope des objets grossis par la loupe.
Le dispositif est alors des plus simples, il y a tout avantage à se servir de porte-loupes à dissection, qui présentent une large platine, et un miroir à réflexion.
L’objet à examiner étant placé sur la platine, on met la loupe au point et on applique, sur la loupe même, la face inférieure du tube d’un spectroscope à vision directe.
Ce dispositif peut être varié, suivant les microscopes ou porte-loupes que l’on possède. Je ne crois pas qu’il ait été employé en dehors de mes
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observations, mais il rendra de réels services surtout dans les études spectroscopiques des organes et des tissus des animaux inférieurs.
Microspectroscopie du sang {lîémaloacope micrométrique). — Il est quelquefois difficile de délimiter, dans des préparations histologiques, le point à examiner au spectroscope ; de plus, pour les humeurs renfermant des éléments figurés et tout particulièrement le sang, le lait, puis les hémolymphes, on ne peut quelquefois en recueillir que quelques gouttes, c’est pourquoi il est important de pouvoir examiner successivement des préparations microscopiques avec le spectroscope et avec le microscope, et de pouvoir faire varier l’épaisseur de la couche observée. Avec l’hématoscope ordinaire, l’épaisseur de la lame de verre supérieure ne permet pas l’emploi de grossissements nécessaires pour l’étudedes variations de diamètre et de forme que présentent les globules rouges.
Pour répondre à ces indications, j’ai fait construire des hémaloscopes dénommés micvadont la lamelle supérieure est aussi mince qu’il est possible de la préparer régulièrement en lui laissant une solidité suffisante, elle a une épaisseur de deux dixièmes de millimètre.
HÉMA.TOSCOPE MICROMKTRIQUE
Eu outre, l’augle dièdre formé par les deux lamelles est réduit à Télat capillaire, eu effet, les deux lamelles s’écartent au plus de loo micra et la pente est de trois cinquièmes de millième de millimètre, soit i micra 66 par millimètre au lieu de 5 micra que présente l’hématoscope ordinaire. L’hématoscope micrométrique porte aussi des divisions millimétriques, de sorte que l’on peut toujours calculer l’épaisseur du liquide correspondante au point situé sous une division donnée. Il suffit pour cela de multiplier par i,66 le chiffre de l’échelle millimétrique, par exemple à 10 millimètres, l’épaisseur est de i6 micra, à i4 millimètres elle est de 23 micra. En résumé, dans l’hématoscope micrométrique, les espaces sont trois fois moins épais que dans l’hématoscope ordinaire, il en résulte que le champ observable au microscope est bien plus étendu et que l’on peut y examiner le sang ou les humeurs avec des grossissements de 5oo h 6oo diamètres et même davantage.
.l’ai publié, dans les Archives de physiologie (^), et présenté à la Société de biologie, les premiers résultats que j’ai obtenus à l’aide de l’examen simultané du sang avec le microscope (*)
(*) Archive^ dr ithysiolofjU\ n° 3, juillet 1891.
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et avec l’hématoscope simple, et enfin avec l’hé> matoscope micrométrique. Ce mémoire est accompagné de planches chromolithographiques intéressantes à consulter.
Je reproduis ici, comme exemple, une analyse facile à répéter :
(Jnelques gouttes du sang d’un homme, contenant 12 Yo d’oxyhémoglobine (quantité déterminée préalablement par une analyse hématoscopique ordinaire), sont introduites dans un bérnatoscope micrométrique.
Je détermine d’abord, en examinant avec le spectroscope à vision directe, le point d’apparition des deux bandes de l’oxyhémo^lobine, il correspond à la division 20 millimètres, c’est-àdire à une épaisseur de 33 rnicra, ensuite, le point où l’on perçoit le phénomène des deux bandes égales, il correspond à 4^^ millimètres, c’est-à-dire à une épaisseur de 80 micra. Ce premier examen fait donc constater que le sang renferme 12 Yo d’oxybémoglobine, puisque c’est à cette épaisseur que l’on observe les deux bandes caractéristiques de l’oxyhémoglobine dans le sang, contenant cette proportion d’oxybémoglobine, ainsi que je l’ai établi dans mon échelle bématoscopique(-.S'pec/mscq29je du sang, p. 80).
Jl faut maintenant pratiquer l’examen bistolo-
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gique de ces diverses régions el des espaces qui les séparent et, pour cela, il suffit de placer l’hémaloscope comme une préparation microscopique, employant d’abord un grossissement de i5o diamèlres pour arrivera Goo diamètres, ce qui est produit par le n° 5 de Nacliet et le 7 de Leitz ou tous autres objectifs analogues.
Or, sous les divisions comprises entre six et neuf millimètres les globules rouges sont disposés à plat en couche plus ou moins continue, mais alors même qu’ils sont disposés les uns contre les autres, si on examine avec le spectroscope, ou ne voit pas encore les deux bandes de l’oxvhémoglobine.
Dans les parties suivantes, à mesure que répalsseur augmente, les globules se réunissent en colonnettes ou en piles de monnaie, celles-ci d’abord écartées, laissant entre elles des rlvulatlons où flottent des globules rouges et où l’on peut reconnaître les globules blancs, les hémaloblastes et les microcytes ; mais sous le trait millimétrique 20, soit à 32 micra d’épaisseur, les piles se réunissent en formant des chapelets qui rappellent ceux des spores de levure ou des grains de vermicelle. C’est à ce niveau que l’examen spectroscopique montre l’apparition des deux handes de l’oxyhémogloblne, sous forme
DISPOSITION DES GLOBULES ROUGES
de deux bandes faiblement obscures mais caractéristiques par leur position.
Enfin, poursuivant l’examen histologique à une épaisseur plus grande, on voit les globules se réunir en petits amas, en groupes compacts, arrondis, (|ui présentent de petits mamelons ou amas de globules plus épais séparés par des vallonnements qui comprennent eux-mémes plusieurs couches de globules rouges, celte disposition rappelle celle d’une couche mince de gelée de confitures de groseilles étalée dans une assiette. Or, cet aspect est caractéristique au niveau de 4^ millimètres, c’est-à-dire au point même où le spectroscope montre le phénomène des deux bandes noires et égales en longueur d’onde, caractéristique de la quantité de i9. d’oxy hémoglobine à ce niveau de 48 millimètres où l’épaisseur de la couche de sang est de 8o micra.
J’ai répété et contrôlé cette expérience, et ces recherches m’ont permis d’établir les conclusions suivantes
« Il existe pour le sang pur, examiné sous des épaisseurs variables, trois modes de disposition ou de tassement des globules rouges auxquels correspondent les phénomènes spectroscopiques différents : i° Les globules rouges en couche
IIKMATIES EN PILES
simple ne présentent pas les réactions de l’oxyliénioglobine ; 2° les globules disposés en piles de monnaie, les globules superposés, au nombre de trois ou quatre, laissent apercevoir les deux bandes de l’oxybémoglobine faibles mais bien reconnaissables ; 3° les globules agglutinés en amas, sous une épaisseur de i5 à 20, j)résenlent l’aspect spectroscopique auquel j’ai donné le nom de « phénomène des deux bandes caractéristiques ».
Ibi d’autres termes, Vhcmaiie vue à pial ne forme pas une couche tV oxyhémoglohine reconnaissable au speclroscope^ mais vues de champ ou disposées en piles, les hématies forment une couche d' oxyhémoglohine suffisante pour montrer les deux bandes de l’oxyhémoglobine.
r/est en me basant sur des recbercbcs et sur des calculs appropriés que j’ai pu établir qu'il est possible d apprécier par la dillérenciation spectroscopique d’une seule bande visible à deux bandes visibles une quantité d’oxybémoglobine, égale à G millionièmes de milligramme {Étude microspectroscopique du sang).
J’ajoute, pour terminer cet exposé, que l’bématoscope microspectroscopique constitue une cbarnbre.bumide (surtout si on lute les bords
DOSAGE DE l’oXYHKMOGLOBINE
avec de lu paralfine), qui permet d’étudier les phénomènes de coagulation du sang ou autres humeurs. C’est ainsi que j’ai observé la coagulation du sang bleu des crustacés et les modifications des globules et autres éléments qui l’accompagnent. La coagulation du lait s’observe facilement dans l’hématoscope micrométrique, il en est de même des sérosités et, en général, des humeurs contenant des éléments figurés.
Applicalion de Vhématoscope micrométrique au dosage de Voxghèmoglohine. — J’ai démontré que cet appareil peut remplacer l’hématoscope ordinaire pour le dosage de l’o.xyhémoglobine par le spectroscope, et qu’il suffisait, pour connaître la c|uantilé d’o.xyhémoglobine correspondante au numéro de l’échelle millimétrique où l’on observe 1e phénomène des deu.x bandes caractéristiques, de se servir de l’échelle ordinaire, en se rappelant que les épaisseurs observées sont trois fois moindres dans l’hématoscope micrométrique que dans l’hématoscopc ordinaire. Par exemple, le sang contenant i4 ®/o d’oxyhémoglobine montrant, d’une part, dans ce- Ini-ci, les deux bandes caractéristiques à i4 millimètres de l’échelle ou 70 millièmes de millimètre, montrera, d’autre part, dans l’hématoscope micrométrique, ces deux bandes nettes ù milli-
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mètres de lechelle, c’est-à-dire à la même épaisseur de 70 millièmes de millimètre.. Pour du sang anémié, il n’y a pas avantage à employer cet appareil parce que dans le sang présentant (),5 % d’oxyliémoglobine, les deux bandes caractéristiques sont à Go millimètres, c’est-à-dire à la limite de la cuve.
Il n’en est plus de même lorsqu'on observe du sang, très chargé d’oxybémoglobine, comme dans la pléthore, et aussi très souvent chez les nouveau-nés, et enfin, dans certains états de concentration du sang, comme par exemple le produit l’anesthésie chloroformique dans les opérations chirurgicales (*).
Plusieurs observateurs examinant le sang des nouveau-nés au moyen de l’hématospectroscopc, ont eu l’occasion d’observer les deux bandes caractéristiques à i3 et 12 millimètres, c’est-àdire à une épaisseur indiquant une quantité d’oxybémoglobine de 1 5 ou iG ®/o- l’échelle hématoscopique que j’ai établie ne s’étend pas en deçà de i3 millimètres, soit à une épaisseur de GG millièmes de millimètre correspondant à i5 Vo d’oxybémoglobine.
(*) Hiînocquf; et Bazy. — SpecU'oscopie du sang en chirurgie. Compte-rendu du Congrès de chirurgie, p. Ô2(i.
CENTRIFUGATION DU SANG
D’ailleurs, des constatations du même ordre ont été faites par diverses méthodes, la numération des globules rouges donne très souvent des chiffres 5 ooo ooo et atteignant 0800000 et môme G ooo ooo, G 200 ooo, G 2G0 ooo (Dupérié), G 900 ooo (Olto)(‘). llayem a constaté que la richesse globulaire ordinaire chez le nouveau-né est de 1,10.
L’importance de ces observations m'’a amené à compléter l’échelle hématoscopique pour les chilfres inférieurs à i4 millimètres. Une difficulté se [)résenlait, car il ne fallait pas songer à faire des solutions d’oxyhémoglohine d’une concentration aussi prononcée. .l’ai résolu le problème eu me servant de sang de cobaye et de lapin, défibriné, traité parle (luorure de zinc ou le borate de soude, en définitive, de sang frais dont le conletiu en oxyhémoglobine élait déterminé avec soin à l’aide de l’hématospectroscope, le sang était déposé dans des tubes et soumis à la centrifugation dans l’appareil centrifuge de Rosentlial de Berlin. Dans ces conditions, les globules sont séparés du sérum sans coagula-
(1) Consulter, à ce sujet, les tables cI’IIkrmann Vier- — Anatomische Plujaiolof/. nnd p/nj.sikal. Daten und Tahellen. O. Fischer, léna, r89'5.
Hknoiv.ick — Spectroscopie biolos;iqno, III
CONCENTRATION DU SANG
tion, il est facile d’obleiiir des types de concentrations du sang, à divers titres, et de les exa* miner dans l’hématoscope de verre ordinaire, en môme temps que dans l’hématoscope de verre micrométrique.
Dans une série d'expériences faites avec les D” Tripet et Marcel Labbé, nous avons établi les conclusions suivantes : i“ pour les quantités d'oxyhémoglobine de i5 à 27 obtenues par concentration du sang au moyen de la centrifugation, les épaisseurs auxquelles on observe les deux bandes égales sont équivalentes dans l’hématoscope ordinaire et l’hématoscope micrométrique, et, en effet, les limites de l’échelle dans lesquelles on observe les deux bandes caractéristiques soni, pour l’bémaloscope ordinaire de i5 à 5 millimètres et, pour l’hématoscope micrométrique de 38 à 23 millimètres.
On peut résumer ces résultats sous la forme d’une échelle qui doit élre jointe à celle qui est figurée dans notre premier aide-mémoire(iS'p(îctroscopie du sang, ^0 \ voir aussi le présent aide-mémoire, p. i48).
Pour étudier les modifications du sang après la naissance, on pourrait se contenter d’indiquer simplement le chiffre de récliel le millimélrique de l’hématoscope auquel on perçoit les deux liandes
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Ciiraclérisliques. Mais il y a intt'ivl à précist'r davantage ; en efTet, en cleea de i4 millimèires, c’est-à-dire au delà de i4 % d’oxyliérnoglobine dans le sang, l'appréciation exacte des deux bandes devient plus diflicile et, d’ailleurs, chez le nouveau-né elle peut se compliquer de l’état de cyanose plus ou moins prononcée aux doigts. Les cbiffres obtenus sont alors trop forts.
Dans un récent travail, M. Marcel Labbééludiant l’in fluence des injections de sérum sur la quaufilé d’oxybémogloblne chez les nourrissons dans le service de M. Hutinel, à l’iiopital des Enfants assistés, a trouvé des quantités d’oxybémoglobine égales à i3,8 à i4, i5, lO ”/o et au delà ; enfin, l’apparition des deux bandes à 1 1,3 de l’bématoscope et môme à io,8 chez des nouveau-nés. Dans ces derniers cas, la cyanose devait être très prononcée (').
On sait, d’autre part, que les nouveau-nés présentent un nomljre de globules rouges proportionnellement plus considérable que l’adulte ; l’enfant, à sa naissance, a dit R(jbin, possède
(>) MARCiir, Labbé. — De.s variations de la quantité d' oxyhèmoglobine du sang, chez les nourrissons traités par lés injections du sértim artificiel. C. R. Soc. Biol., uu janv.
KCHELLE DES HÉMATOSCOPES
plus de globules qu’il n’en aura jamais à l’àge adulte. La numération des globules a confirmé ce fait. (Cz. p. 145).
I.e pliénomène rie? deux Iiandes cnracléristiqiies ilant observé
La quantité d'oxyliémoglobine correspondante
Dans riiéujatoscope ordinaire
Dans l'hématnsoope inicrométrique
à i3 millimètres
a 39 millimètres
lé *'/o
k la millimètres
à 3G millimètres
iG Vü
à II millimètres
à 33 millimètres
à 10 millimètres
à 3o millimètres
Pour préciser les analyses, il y a avantage à employer l’hémaloscope micrométrique parce que l'étendue des espaces à observer avec le speclroscope est, de fait, trois fois plus large que dans l’hématoscope ordinaire, ainsi que le montré l’échelle ci-dessus qui est, en somme, établie expérimentalement avec une approximation suffisante pour les recbercbes cliniques.
ciJAmiiii: VIH
ANALYSE DIAPHANüMÉTIUQUE DU SANG.
LACTOSCOPIE AVEC LIIÉMATOSCOPE.
Je réunis dans ce cliapllre l’exposé de deux applications imporlantes de mes cuves hématoscopicpies à l’analyse du sang et du lait, l'une fait partie de ma méthode générale d’IIématoscopie, l’autre doit en être rapprochée j)arce qu’elle j)rocède du mémo principe et aussi emploie les mêmes instruments.
L’expression d’analyse diaphanométrique du sang est préférable à celle d’analyse chromométrique parce que, dans ce procédé, l’on étudie à la fois la transparence et l’intensité de la coloration du sang.
Cette analyse se fait au moyen de la superposition de la cuvette hématoscopique à une plaque d’émail blanc, qui sert d’échelle, la fig. i4 représenle l’une de ces j)laques en grandeur na-
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lurelle ; on y voit une échelle millimétrique des lettres, puis des chilîres.
Lorsqu’on superpose l’hématoscope chargé de sang à la plaque d'émail comme dans la fcrj. i5 la pari le peu épaisse et peu colorée de sang laisse lire les lettres, les chilîres et les divisions millimétriques, mais les uns et les autres dispa-
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7'7ÿ, 1 1. — Plaque lIéuiatOi=copique a'émail.
raissent dans la partie plus épaisse et plus colorée ; il est évident qu’on lira d’autant plus de lettres et de chiiïres que le sang sera moins chargé de matières colorantes.
Pour faire l’analyse, l’hématoscope chargé de sang est apphhpié sur la plaque d’émail et maintenu entre le pouce et l’index des deux mains de façon que les échelles millimétriques coïncident exactement, on lit alors certaines lettres distinctement, et au-dessous d’elles les chilîres qui représentent la quantité d’oxyhémoglobine. De plus, en disposant l’hématoscope de verre de façon que le sang se superpose à l’échelle milli-
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métriiiue de la plaque d email, on peut noter également le nombre de millimètres nettement visibles, celte constatation est indispensable à faire, car elle indique l’épaisseur à laquelle le sang ne laisse plus voir les divisions et les lettres (on sait que l’épaisseur de la couche observée est ap[)réciable en millièmes de milli-
Fi(j, 15, — llématoscope superposé à la plaque d’émail.
mètres ii raison de 5 micra d’épaisseur pour 1 millimèlre de réclielle).
Dans l’exemple choisi pour la fig. i5 où il s’agit du sang d’un anémique, on distingue nettement
Les lettres : llématoscope d’IIé ;
Et les chilTres : i5, i4, i3, i2, ii, lo.
Si l’on lrans])ortait rhéinaloscope sur les divisions millimétriques, celles-ci seraient confuses ou disparaîtraient entre 38 et 4‘> millimètres.
II en résulte que le sang contient lo d’oxyhémoglobine; et aussi que l’échelle millimétrique disparaît à 190 et 200 micra d’épaisseur du sang.
CONTRE ÉPREUVE
Il y a quelquefois hésilalioa sur la délenniualion (le la disparition de la transparence, il faut alors faire la contre-épreuve ainsi qu'il suit; au lieu de superposer les deux plaques de façon qiu', les O des échelles coïncident, on renverse l’héinaloscope de droite à gauche et de haut en bas, de manière que le 6o de l’hématoscope corresponde au O de la plaque d'émail ; la couche mince et claire du sang est à droite au lieu d’ôtre à gauche. On note alors le nombre de millimètres lisibles de droite à gauche. Le plus souvent, les chilTres obtenus dans les deux sens sont identiques, s’ils dilfèrent de quelques millimètres, on peut recommencer la lecture dans les deux sens.
Les» indications diaphanométriques sont, en général, d’accord avec celles de l'hématospectroscoj>e à quelques millimètres ])r(‘s, c’est-à-dire à environ i ‘’/q de la (juantité d’oxyhémoglobine, mais, dans certaines conditions déterminées, il n’y a pas concordance, par exeni])le, lorsque le sang contient de l’hémoglobine réduite, comme le sang dans la cyanose, le sang veineux ; alors les chilfres, les lettres et les divisions apparaissent dans presque toute l’étendue de l’échelle, et d’ailleurs, la coloration est dilTérente de celle du sang artériel ou capillaire ; par conséquent, l’exa-
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inen tliaphanomélrique est un moyen de reconnaître la présence de Thémoglobine réduite dans Je sang, même lorsqu’elle est en proportion relativement faible. D’autre part, j’ai souvent observé que l’examen diaphanornétrique donne une proportion d’oxyhémoglobine dépassant de i à 1,5 celle qu’on obtient avec l’hémalospectroscope, dans le sang de malades qui sont en convalescence, chez les anémiques qui suivent la médication ferrugineuse, en général, quand le sang est en rénovation, ce qui tient à la quantité, au volume et à la richesse du globule en hémoglobine, qui a une influence démontrée sur la (ranslncidilé du sang. D’autre part, au contraire, lorsque le sang est en période de diminution des globules, d’appauvrissement en richesse d’hémoglobine, et, si l’on me permet l’expression, en sénescence, par exemple chez les fébricitants, les anémiques, les gens surmenés physiquement, les cachectiques, et, en j)arliculier, les paludéens, la quantité d’hémoglobine constatée par la diaphanométrie est un peu moindre que celle que donne l’examen hématospeclroscopique. Ces faits maintes fois observés par moi ont été aussi constatés par le D"" Linossier et le D"" Tripet (‘).
(i) ÏRiPKT. — Hèmatoscopie pruliqae chez les palurleens, les iotci'iques et les cachectiques. Bulletin de
LACTOSCOriE
Vôï
Ils démonlrenl en dénnitive rulililé d’associer l’examen diaplianoniétrique à l’exarnen hématos]j0clroscopique ; d’ailleurs, un hématoscoj)0 d’émail est toujours renfermé dans la gaîne de l’hémaloscope clinique.
Lactoscopie. La lacloscopie avec les hématoscopes{'). — L’hématoscope de verre et l’hématoscope d’émail peuvent èlre utilisés pour l’examen clinique du lait, en vertu de ce princi|)e ([ue l’opacité du lait augmente avec sa richesse en globules graisseux. Mais l’opacité peut être modiliée par trois conditions : i° le nombre des globules graisseux, important au moins par ce fait que, dans la majorité des cas, il suit la marche des autres éléments solides ; la division extrême de ces globules ; 3° la présence de la caséine, surtout la caséine en suspension.
Le lactoscope diapbanométri(jue n’est autre que rbématoscoj)e de verre ordinaire (jue l'on rem[)lit de lait au lieu de sang, le lait s’y étend en couche mince d’une épaisseur graduellement
la Soc. iiK^dico-chirurgicale de Paris, p. in'\, novembre i8ç)3.
(q IIknocque. — Notice sur Vhématoscope, p. 'ii, Masson, i88n.
Gerson. — L'examen rlu lait des nourrices, J. R. Bailbere, 1892. »
diaphaxomp:trik du lait
jirogresslve qui, transparente à o, devientde plus en plus opaque à mesure qu’on se rapproche de do.
Pour examiner la transparence du lait placé dans la cuve hématoscopique, on place celle-ci sur la plaque d’émail blanc qui sert d’échelle, pour le dosage diaphanométrique du sang (p. i5o).
Lorsqu’on superpose le lacloscope chargé de lait à la plaque d’émail la partie peu épaisse du lait laisse lire les lettres, les chilTres et les divisions en millimètres, mais les uns et les autres disparaissent dans la j)artie la plus épaisse. 11 faut avoir soin que les deux échelles des plaques de verre et d’émail soient superposées, on noie alors le nombre de millimètres visibles.
En supposant, par exemple, que, dans l’échelle des millimètres, 4<> soit la division, encore nettement visible, on dira que l’échelle disjiaraît à une distance de 4<> millimètres ou sons une épaisseur de 4f^ X 5 ou 200 micra.
11 résulte de mes observations et des recherches très approfondies faites par le D‘‘ Gerson avec des analyses exactes de laits de vache et sur le lait de nourrices en des conditions très diverses, que mon procédé de lactoscople peut renseigner avec une approximation suffisante sur la
VALEUR nu LAIT
valeur d’un lait. Les données du lactoscupe concordent avec la marche générale de la sécrétion du lait, et les indications qu’il fournit peuvent être un précieux auxiliaire pour déterminer la cause d’un état de malaise. « Ce procédé est plus « facile, plus rapide et au moins aussi exact « qu’aucun autre pour juger de la valeur rew lative de deux laits (*).
« Un lait physiologique, chez une bonne nour- « rice, doit marquer au lactoscope 47, ot par con- « séquent doit être opaque sous une épaisseur de (( 235 micx’a. C’est là une movenne dont un lait
« normal ne doit pas s’écarter, notablement au « moins, du troisième au sixième mois... Toutes « les fois que l’opacité d’un lait ne sera ]>as com- « prise entre les divisions 42 et 53, l’examen de « la nourrice, indispensable dans tous les cas, « devra être alors beaucoup plus minutieux et « le médecin ne devra pas se contenter d’un « essai isolé. 11 devra surveiller de près le nour- « risson et si son développement ne se fait pas « d’une façon régulièrement progressive, il ne « devra pas hésiter à conseiller le changement « de la nourrice (Gerson) ».
(') Gi-uson. — L. e., p. et <j5
CHAPITRE IX
SPECTROi‘HOTOMÈTHIE
Dans le premier volume de Spectroscopie biologi(|ue, je me suis borné à donner la définition des speclropholornètres et à en citer les princi- ■ paux types, parce que leur usage ne se prête pas aux analyses simples, physiologiques ou pathologique auxquelles j’ai voulu consacrer ces aidemémoire. On en trouvera l’exposé général dans les aide-mémoire de M. Lefèvre (*). Tous ces appareils sont très compliqués, difficiles à régler, et absorbent une quantité considérable de lumière.
Il n’est est pas de môme du spectropholomèlre différentiel sans polarisation, du professeur d’Arsonval.
Cet appareil est essentiellement constitué par un double photomètre à lentilles, rendu dilférenliel et qui est adapté en avant de la fente du
(') Lefkvre (J.^. — La Spectroscopie et La Spectrométrie. Encyclopédie des Aide-mémoire, Gauthier- Vil lars et Masson, éditeurs.
l'HOTOMKTRE DIFFERENTIEL
specLroscope ordinaire. 11 est basé sur celte propriété des lentilles, signalée pour la première
fois par lloiiguer, à savoir que l’image focale est, comme forme indépendante de la grandeur
DESCRIPTION
et de 1(1 forme do l’ouverture de la lentille, et comme éclat 'propovlionnelle à la surface de cette ouverture.
La partie photoinétriquc , proprement dite, se compose {fuj. i6 et 17) de deux tubes parallèles superposés T, T', réunis à leur partie antérieure par une boite métallique B, dans baquelle joue un système de deux volets mobiles V', qui limitent deux ouvertures rectangtllaires de largeur variable dont les centres coïncident toujours avec Taxe des tubes T, T'.
En lace de chaque tube, de l’autre côté des volets mobiles, se trouvent deux lentilles achromatiques semblables L, L'. En face de la leqtille inférieure L' se place la cuve transparente K, contenant la solution colorée qu’on veut analyser. Les tubes T, T' sont réunis à leur extrémité postérieure par une boîte IV qui porte deux parallélipipèdes transparents P, P', réunis suivant une de leurs arêtes. Perpendiculairement à cette arête commune se trouve la fente du photomètre F, coïncidant avec le diamètre vertical du tube A. Celte fente est à lèvres mobiles et peut être rétrécie à volonté, grêce au bouton moleté M'. Un second bouton moleté M permet d’amener l’arête commune aux parallélipipèdes P, P', à couper la fente F du photomètre en
160 SPECTROPHOTOMÈTRE DE d’arSONVAL
deux pai’lies d’égale hauteur. Le boulon inoleté G, qui fait mouvoir les volets mobiles V, V', V", porte une échelle micrométrique E qui a une division cbilTiée dans deux sens avec vernier double donnant par une simple lecture le rapport des surfaces que les volets découvrent respectivement sur les lentilles L et L', c’est-à-dire le ra]3porf des qua?ili(ès de linnière (\ui traversent à. chaque Instant respectivement chacun des tubes T et T'. Tout le système se fixe sur un pied à trois branches qui vient se visser en S.
Cela établi, supposons'qu’on adapte en A un spectroscope quelconque (/7^. 17), après en avoir enlevé la fente, qui se trouvera remplacée par la fente F, et dirigeons les lentilles L, U , vers une surface uniformément éclairée, une feuille de papier blanc .1, par exemple. Le fonctionnement de l’appareil est des plus facile à comprendre. La moitié supérieure de la fente F sera éclairée par la lentille L, le faisceau lumineu.x ayant subit une double réflexion dans le prisme P; il en sera de même pour la moitié inférieure de la fente qui recevra sa lumière de la lentille L', grâce au prisme P'. La fente F se trouve à peu près au foyer principal des lentilles L, L'. Si le volet V est au milieu de sa course, les lentilles L et L' sont également découvertes, elles laissent
ADAPTION DU SPECTROSCOPE l6l
j)asser la même quanlité de lumière, et, comme tout est symétrique dans l’appareil, on obtient
deux spectres également éclairés. Si l’on interpose alors en L' la solution colorée, on éteint
IIknocque — Spectroscopie biologique, III 11
ADJONCTIONS DE DEUX PBISMES
certaines radiations dans le spectre inférieur. Pour ramener Tégalité dans les deux spectres, il suffit de rétrécir l’ouverture de la lentille L et d’augmenter de la môme quantité celle de la lentille U , ce qui se fait en tournant simplement le bouton G. Le rapport des intensités lumineuses de la partie des spectres analysée est donné direclemeni et sans calcul par la lecture de l’échelle E.
M. d’Arsonval a ajouté à cet instrument un perfectionnement qui permet de n’employer qu’une seule source lumineuse et au besoin la lumière solaire diffuse, il consiste dans l’adjonction devant chaque lentille d’un prisme à réflexion totale, mobile autour de l’axe des tubes et pouvant être dirigé de façon à transmettre aux lentilles les rayons lumineux (p,p\ fi(j. 17).
Cet appareil peut être adapté aux spectroscopes chimiques ordinaires, et même aux spectroscopes à vision directe, mais il est important d’adjoindre au spectroscope, au niveau de l’oculaire, un diaphragme composé de 2 volets mobiles qui permettent d’isoleruneplage déterminée du spectre, par exemple la |)lage jaune vert ou verte pour le sang, et si l’on veut arriver à une réelle précision, II faut pouvoir déterminer, avec l’échelle spectrométrique, une portion du spectre
CUVKS SPECTROSCOPIQUES
correspondante, par exemple, de 5po a 5-o l pour la bande a de l’oxyhémogloljine 55o à 53o X pour la bande p. Ou bien 590 à53o X pour riiémoglobine réduite. La sensibilité de l’appareil est, telle qu’il faut pour les comparaisons de solutions colorées employer des cuves de verre absolument semblables et de même composition. Dans nos cuves ordinaires, l’absorption des verres était égale à o,.5o ou une demi-division.
fjorsqu’il s’agit de mesurer simplement l’absorption d'une solution colorée, on se servira, avec avantage, d’une cuvette spectroscopique assez haute pour que, la lentille inférieure corres])ondant à la couche colorée, ([ui ne remplit que la moitié de la cuvette, la lentille supérieure corresponde à la partie vide de la cuvette. Dans ces conditions, on néglige l’absorption par les verres.
Le mode d’éclairage peut être très varié, on peut placer en avant des lentilles un écran blanc, ou bien un écran d’opale qui réfléchisse la lumière dilTuse. Cette disposition convient surtout pour des études comparatives faites avec la lumière solaire ; dans ce cas, la position des bandes de Fraiienhofer est facile à déterminer et peut remplacer l’usage de l’échelle spectrornétrique latérale.
Iü4
MODE d’ÉCLAIHAGE
Cependant, avec les spectroscopes chimiques, ou tous les spectroscopes possédant une échelle speclroniétrique, la lumière artificielle est préférable, celle de la lampe à pétrole ou, mieux encore, celle du gaz; mais, dans ces cas, il faut bien veiller à ce que la lumière transmise aux lentilles corresponde à un même point de la llamrne pour les deux, et la vérification doit toujours être faite plusieurs fois pendant les recherches. Cette constatation est facile à faire, il faut mettre l’échelle du photomètre à o et alors les deux images superposées doivent avoir une intensité absolument égale dans tout le spectre ou dans une région déterminée.
Tl sera préférable d’employer comme éclairage un bec Auer assez élevé pour que les deux lentilles reçoivent les rayons moyens du panier lumineux. On obtient ainsi un éclairage régulier.
.l’ai fait avec le spectrophotomètre des recherches en vue de déterminer, pour les principales matières colorantes de l’organisme, le coefficient d’absorption correspondant à des solutions titrées, je ne puis encore en publier les résultats, mais il est une constatation fort importante au point de vue de ma méthode hématoscopique, à savoir que toute solution de sang qui, à une
SPECTROPHOMÉTRIE DU SANG
épaisseur quelconque, présente, d’une part, le pliénomèue spectroscopique des deux bandes caractéristiques de roxvhémoglobine, correspond, d’autre part, une sorte de constante d’absorption à l’écbelle du spectroj)hotomètre égale à 19, c’est-à-dire les dix-neuf vingtièmes de l’absorption totale dans cet appareil éclairé par un bec Aller placé à 10 centimètres de la cuvette.
D’autres phénoinèiies spectroscopiques du sang, en particulier le moment de l’apparition de la première bande a, semblent également varier dans des limites très circonscrites. Voici d’ailleurs les premiers résultats obtenus dans des recherches faites avec le Tripet.
Dans une dilution de sang examinée dans une cuvette de I centimètre d’épaisseur, avec le sptctroscope U vision directe, et à la lumière solaire, ou avec le bec Auer, on voit apparaître la première bande a avec une quantité d’o.xyhétnoglobine égale à osr,oooii et variant de 0,00011 à o,oooi()
L’absorption correspondante varie alors de ii à l'i divisions de l’échelle spectrophotométrique suivant le mode d’éclairage, par exemple ii avec la lumière solaire, i4 avec le bec Auer.
Dans une dilution dè sang moins étendue, sous une épaisseur de i centimètre, les deux bandes caractéristiques S3 montrent avec des quantités d’oxyhémoglobine de oôLoooS à oSLooog
Les chiffres de l’échelle photométrique donnent pour l’absorption id à iq avec la lumière blanche diffuse et i() avec le bec Auer.
SPECTROPHOMKTRIE DU CARMIN
En résumé, des varialions de la quantité d’oxyhéinoglobine en dilulion de i à lo, dix millièmes nous ont donné à l’échelle spectrophotomélrique des variations entre 1 1 vingtièmes ' et même 19,66 or, comme la quantité d’oxyhémoglobine du sang qu’on peut observer varie pour la clinique entre 2 et i5 %, il en résulte que des variations de 1 d’oxyhémoglobine peuvent correspondre à des variations moyennes d’une division et demie. Mais, pour obtenir cette précision, il faut opérer dans des conditions d’éclairage déterminées et absolument identiques et avec une pratique approfondie du maniement de l’appareil.
f..e carmin en solution ammoniacale montre des rapports plus simples entre la qnantité de carmin et l’absorption.
Le carmin sous une épaisseur de i centimètre en solution à 0,000;), soit <) dixièmes de milligrammes pour I gramme d’eau ammoniacale, présente deux bandes caractéristiques de l’oxyhémoglobine, mais non identiques {fig. 9, p. io3), l’absorption à l’échelle spectrophotométrique et de 17 à la lumière solaire :
Une solution
de 0,0009 donne 17 îi l’échelle spectrophotométrique Une solution
de 0, 00040 donne h l’échelle S])ectrophotométrique
DILUTIONS
Une solution
de n,oooa donne r>. à l’échelle spectrophotoinétrique Une solution
de 0,0001 donne ii h l’échelle spectrophotoinétrique
Ce specti’opholomètre est principalement utilisé pour comparer des solutions à des titres différents et en déduire leur teneur en matière colorante.
Les solutions de carmin citées pins haut nous ont donné les différences d’absorption suivante :
Solutions : correspondent à 12 vingtièmes.
Solutions : donnent 16 vingtièmes.
Solutions : » i.s »
o,ooor
Les solutions au-dessus de la barre sont placées dans la cuvette supérieure.
l.es limites de l’absorption varient donc entre 12 et 18 pour des quantités de 1 à 9 (dix-rnillièmes).
Il est nécessaire de n’employer que des solutions diluées, pour les observer à une épaisseur de 10 millimètres, afin de ne pas dépasser l’extinction totale et parce que, dans les solutionsoù l’absorption varie entre 10 et iG, il est pins facile d’apprécier la concordance de l’obscurité dans les deux spectres superposes, qui est la partie la plus délicate de l’observation. Pour
KXAMKN COMPARATIF •
étudier deux solutions comparativement, il faut superposer l’une à l’autre deux cuvettes de i centimètre d’épaisseur, faites de même verre, on les met alternativement en haut ou en bas pour faire la contre-épreuve. Dans les deux dispositions le chilfre d’absorption doit être le même. II faut encore, dans le cours des notatious, vérifier si la lumière conserve une inteiisilé constante, même loi’squ’ou emploie le bec Auer.
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