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INTRODUCTION
«Le Laboratoire ne peut plus être opposé à la clinique comme il l'était autrefois. Il doit au contraire être considéré comme une investigation clinique poussée très loin, à l’aide de moyens moins directs et plus compliqués», écrit le professeur G. LÉCLERC.
C’est dire que la part de l'interprétation est grande et par suite les causes d’erreur sont nombreuses. Pour les éviter, il faut que toutes les phases de l’analyse aient été exécutées correctement.
Simplifier les méthodes analytiques, tout en sauvegardant l'exactitude des valeurs numériques des résultats, élaborer des techniques microanalytiques, qui nécessitent de minimes prises d’essai, sont deux buts de la Chimie Biologique médicale actuelle.
Le Biologiste technicien doit donc faire face, avec de faibles ressources, à un travail relativement abondant, donnant des résultats de grande précision.
Convaincu que l’analyse biochimique revient tout naturellement au pharmacien, dont l'éducation scolaire et scientifique est particulièrement poussée en ce sens, nous avons accepté volontiers, encouragé par notre cher maître, M. le Professeur À. Sarrory et par son chef de travaux, M. Jacques MEYER, l'effort de ce travail dans l'espoir, qu’il contribue à remettre en honneur, dans nos officines, la pratique des analyses médicales.
Actuellement il n’est plus guère d'usage que le pharmacien pénètre les services médicaux, ceci principalement en Suisse, notre chère patrie et en Allemagne. En France, où
nous avons eu la chance d'élaborer ces recherches, par lintroduction de l’Internat en Pharmacie, cet inconvénient n’est plus aussi manifeste et c’est dans ce pays hospitalier que nous avons appris, par notre expérience, que le pharmacien aurait tout à gagner «à se laisser pénétrer par le grand souffle de la vie, par l’activité, qui animent les services hospitaliers», mais aussi que le médecin absorbé par la clinique, par des considérations d'ordre psychologique et thérapeutique, aurait tout avantage à chercher une collaboration plus étroite, plus intime avec son collègue de la faculté sœur, ayant une formation toute particulière pour l’expérimentation «in vitro», dont le malade et le médecin même ne pourraient que tirer profit.
L'intérêt d’une telle collaboration ne peut échapper à personne, surtout à l’heure actuelle où la nécessité de répéter les mesures régulièrement et à court intervalle s’imposera de plus en plus, parce que les valeurs biologiques sont essentiellement variables et que l’on ne peut établir une grandeur moyenne, que quand on a tracé une courbe journalière et non quand on a déterminé un seul point de cette courbe. Des séries de détermination doivent donc être effectuées pour connaître et interpréter la composition des liquides vitaux, sang, urines, etc. qui reflètent les principales fonctions e! disfonctions de l’organisme.
D'autre part les techniques de laboratoires, les méthodes d'investigation évoluent avec une telle rapidité, se multiplient par des procédés nouveaux, par des appareils mieux adaptés ou nouvellement créés, que seul le chimiste ou le biologiste spécialisé et érudit est capable d'appliquer et d’expérimenter avec le sens critique approprié. Les méthodes de dosage sont nombreuses pour chaque élément vital et, de l’une à l’autre, peuvent sur le même échantillon donner des résultats différents, du fait des erreurs systématiques propres à chacune d'elles ou des erreurs fondamentales, inhérentes à la technique même.
Pour que l’analyse biochimique soit à la hauteur de la tâche que réclame d’elle le médecin-clinicien, il faut:
1) Qu’elle fournisse des résultats entachés d’une erreur moyenne assez faible pour ne pas masquer les variations journalières à étudier.
2) Qu'elle opère sur des quantités de sang faciles à prélever et ceci d’une manière fréquente et que les prélèvements soient facilement acceptés par le malade.
3) Qu'elle présente une rapidité d’exécution suffisante, pour fournir les résultats analytiques au moins dans les 24 heures qui suivent le prélèvement.
4 Que le prix de revient de l’analyse soit aussi faible que possible pour pouvoir multiplier les déterminations, à mesure des nécessités, pour effectuer des dosages en série, autant que possible.
Pour que l’analyse biochimique vaille la peine d’être effectuée, le pharmacien ou le biologiste doit viser à exiger des techniques à appliquer:
1) la simplicité et la rapidité d'exécution, pour réduire au minimum toute erreur accidentelle,
2) la simplification de l’appareillage utilisé, réduisant les frais,
3) l’économie des gestes, de la matière à analyser et des réactifs,
4) l’exactitude des résultats, non pas scientifiquement rigoureuse, mais largement suffisante pour la clinique et permettant constamment la comparaison et une concordance suffisante entre les valeurs d’une série d'analyses de même nature.
Le problème ainsi posé, on conçoit facilement l'intérêt des techniques microchimiques et microbiologiques, qui prennent de plus en plus la place prédominante dans les laboratoires d’analyses médicales. Ceci comme nous venons de le voir par les exigences du médecin et du pharmacien au profit du malade, «car la possibilité de doser des principaux éléments du sang ou des liquides organiques, avec quelques
gouttes de ces liquides, est susceptible de faire faire a la clinique elle-même des progrès importants».
Les méthodes microchimiques pour le sang et les urines, que nous avons pu élaborer et que nous présentons ci-dessous semblent répondre aux multiples conditions et desiderata exposés antérieurement. Elles peuvent être réalisées au moyen de doses très petites de prélèvement, elles ont la facilité d'exécution des méthodes colorimétriques ordinaires et n’en ont pas les inconvénients: car nous recommandons et nous trouvons seulement à l’aide du colorimètre à cellule photoélectrique, «dont la sensibilité permet des dosages sur de très petites quantités de solutions chargées d’une matière colorante, ne laissant pas plus d’indétermination dans l'esprit de l’expérimentateur que la lecture d’une graduation sur une burette: l’aptitude et l’individualité de l'œil à juger ies couleurs n’interviennent en aucune manière».
La précision des résultats fournis est donc largement suffisante et constante, acceptable pour les besoins actuels de la clinique.
Au début de ce travail, c’est un devoir bien agréable pour nous d'adresser à notre cher maître, Monsieur le Professeur À. SARTORY, Doyen de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, l'expression de toute notre gratitude pour l’accueil shaleureux, qu'il nous a réservé dans ses laboratoires. Nous avons eu le plaisir d'y rencontrer quelques compatriotes, ce qui nous a rendu notre séjour à l’Université de Strasbourg particulièrement agréable. S'il nous a été ainsi permis de former un chaîinon dans la longue série de chercheurs étrangers, attirés vers l’Alsace, terre féconde en travaux et découvertes scientifiques, c’est le mérite de ce savant, qui par sa bienveillance et son esprit de large compréhension a toujours su attirer et captiver la jeunesse estudiantine. Son souvenir restera inséparablement lié à celui que nous garderons pour toujours de cet instructif séjour en Alsace.
Notre reconnaissance va aussi à MM. les Professeurs P. CORDIER et R. SarToRY, qui ont bien voulu faire partie de notre Jury de thèse. |
Nous devons beaucoup, pour l’élaboration et la rédaction de ce travail, à Monsieur J. MEYER, Chef de travaux pratiques à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui nous a inspiré ce sujet et dont nous avons été le disciple pendant deux années. Nous lui exprimons ici toute notre reconnaissance.
Arrivé au terme de nos études universitaires, nous ne voudrions pas oublier ici nos chers Maîtres de l’Université de Berne, ni Monsieur RICHTER, mon père, pharmacien à Kreuzlingen, qui nous a initié le premier à l’art pharmaceutique de l’officine.
Grâce à leurs enseignements et à leurs conseils nous avons pu acquérir tout le bagage nécessaire pour affronter les études pharmaceutiques nous permettant non seulement d'obtenir une culture scientifique, mais encore d’exercer la pratique professionnelle à la satisfaction de la clientèle et du Patron à chaque occasion.
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Nous avons effectué des recherches pour doser des éléments du sang et de l’urine. Pour limiter notre travail il fallait au préalable fixer un choix entre ces diverses substances donnant au médecin des indications utiles dans les cas pathologiques. Nous avons donc sélectionné entre les différents éléments biologiques pour retenir des produits, dont la méthode colorimétrique ou néphélométrique s'impose, «de facto», étant donné le manque de techniques, rapides et exactes, volumétriques ou gravimétriques.
Nous n’avons pas jugé utile par exemple, d'élaborer une technique pour le dosage de la glycémie ou du sucre dans les urines. La première peut être facilement et correctement déterminée au moyen des méthodes de HAGEDORN-JENSEN (1), de FonNTÈSs et THIVOLLE (2), de BANG (3) et de Foix et Wu (4). Pour tout détail concernant les microdosages des substances glucidiques réductrices du sang, nous renvoyons au travail de R. Back (5). Pour le dosage du glucose dans les urines, on a couramment recours soit à la méthode de BERTRAND, soit à la méthode polarimétrique.
Nous ne considérons non plus les dosages de l’azotémie et de l’urée urinaire, où les méthodes de CULLEN-VAN SLYKE (6) ou de Forx et Wu (7) à l’uréase, celle d’AMBARD-HALLION (8) à l’hypobromite, celle de Fosse (9) ou de Nicroux et WELTER (10) par le Xanthydrol ont donné des résullats pratiquement utilisables.
Nous n’avons pas jugé utile d'élaborer des méthodes de dosages de la chlorémie, vu que ces microdosages nous on! semblé assez difficilement réalisables. Nous rappelons les méthodes de BANG (3), de CHARPENTIER-VOLHARD (11), de
ST. RuszNyAK (12) ou de RAPPAPORT (13) qui demandent beaucoup de précaution et d'expérience pratique pour l’obtention de résultats concordants. (Voir bibliographie: CHABONNIER, GUILLAUMIN, PAGET) (14). Nous rappelons une technique colorimétrique indiquée par PoLreEs (15), méthode qui doit encore être soumise à l’épreuve dans l’avenir. Une technique à recommander pour le dosage de la chlorémie est celle de PARGEEr de l’Institut de Chimie Clinique de Lausanne.
Cette méthode a cependant l’inconvénient de nécessiter l'emploi d’un appareil pour mesurer la conductivité électrique d’une solution, muni d’un pont de WHEATSTONE, de cellules conductométriques, dont les prix de revient sont peu économiques pour des laboratoires d'analyses.
Ayant eu l'intention de travailler un sujet donnant des résultats pratiques et pouvant rendre des services plus tard dans les officines et les laboratoires de Pharmacie, notre choix s’est arrêté à trois éléments dosables dans le sang et à trois autres substances à déterminer dans l’urine.
Ces composants choisis par nous, justifient pleinement l'emploi de méthodes colorimétriques ou néphélométriques, étant donné que des techniques simples et rapides d’un côté, rigoureuses de l’autre, n’existent pas à notre connaissance ni au moyen de procédés chimiques, volumétriques ou gravimétriques, ni à l’aide des réactions physiques.
Notre travail comporte donc les trois composants du sang suivants, caractérisés et dosés par la méthode colorimétrique à l’aide de la Cellule photoélectrique:
L’Hémoglobine,
Le Cholestérol,
La Bilirubine, et les trois composants de l’urine suivants quantitativement déterminés par le même instrument:
L’Albumine,
L’'Acétone ou les corps cétoniques,
L’Alcool,
Le problème ainsi posé, il fallait tout d’abord choisir entre les différentes méthodes couramment employées pour les recherches quantitatives des divers corps chimiques ci-dessus mentionnés, pour déterminer celle, qui nous donnait le meilleur résultat et qui se prêtait le mieux comme terme de comparaison avec nos techniques colorimétriques. C’est donc cette méthode chimique que nous avons ensuite utilisée comme réaction témoin. Nous avons dosé ainsi la quantité de substance en expérience et connaissant alors la teneur de cette solution examinée, nous avons effectué le dosage colorimétrique à la cellule photoélectrique à l’aide d’une seconde réaction.
Ceci exigeait donc une nouvelle série d’expériences pour sélectionner la méthode colorimétrique ou néphélométrique de choix, permettant d'obtenir des résultats consciencieux et comparables avec ceux préalablement établis par la méthode chimique optima.
Notre travail est donc établi sur le plan suivant: Dans le premier chapitre nous donnons la description de lappareil à cellule photoélectrique que nous avons pu expérimenter, ainsi que les principes théoriques et les modes opératoires des méthodes concernant ces instruments.
Les chapitres suivants, du 2° au 7°, sont réservés à l’exposé de nos travaux personnels ayant trait aux six composants du sang et de l’urine, précédemment énumérés.
Chacun de ces chapitres se compose par conséquent:
d’un Avant-Propos clinique sur la substance pathologique en question,
d’une Explication sur le rôle physiologique et biochimique de cette substance,
d’un Exposé général, très succinct, des différentes méthodes qualitatives et quantitatives recommandées dans la littérature compétente actuelle pour caractériser et doser la substance analysée,
de la Description détaillée de la méthode chimique choisie par nous, pour établir le taux de la solution expérimentale, devant nous servir ensuite de témoin,
d'un Exposé exact sur la méthode colorimétrique ou néphélométrique employée au cours de nos expériences définitives pour établir les courbes d’étalonnage des substances biologiques à analyser. Ces graphiques, une fois établis, permettront ensuite, en connaissant le degré d’opacité d’un liquide correspondant, d’en déterminer le taux exact. par simple lecture.
Notre travail se termine par un résumé des considérations générales et des conclusions, qui se sont dégagées de nos recherches.
Des graphiques et une bibliographie ayant trait à chaque composant sanguin ou urinaire étudié, complètent notre exposé,
CHAPITRE Î
Principes et modes opératoires pour la détermination du Degré d’opacité
au moyen de la Cellule-Photoélectrique.
Au cours de notre travail nous avons emplové une cellule photoélectrique pour effectuer nos mesures néphélo-colorimétriques, dont nous donnons ci-dessous la description.
Le principe de l’appareil de construction, très simple, et le mode opératoire sont les suivants:
Le néphélo-colorimètre à cellule photoélectrique — montage de HELLIGE — comprend une lampe, un miroir, un condensateur, un dispositif pour fixer des diaphragmes ou des filtres appropriés et interchangeables, un chariot qui sert de support aux cuvettes, deux cuvettes à faces parallèles, une cellule photoélectrique, un galvanomètre pour enregistrer les mesures, muni de deux rhéostats.
Les mesures s'effectuent de la façon suivante: On verse dans une cuve en verre, à faces parallèles, de l’eau distillée pure. On place cette cuve dans le chariot de l'appareil et on fait passer le courant électrique du secteur. La lumière, qui traverse ainsi la cuve contenant l’eau distillée, produit une ionisation de la couche de sélénium, qui constitue la cellule photo-électrique proprement dite; celle-ci, sous l’influence de cette ionisation, émet un courant, dont la tension peut être lue en millivolts sur le galvanomètre. A l’aide des rhéostats on règle ensuite le courant de façon à ce que l’aiguille du galvanomètre marque 100° pour l’eau distillée. La transparence de l’ensemble: eau distillée pure et cuvette, est supposée égale à 100%, point d'étalonnage de départ pour chaque mesure.
A l’aide d’un simple coup de levier on déplace ensuite le chariot-porte-cuves et la cuve à eau distillée est remplacée par une seconde cuve, où on a introduit la solution colorée ou troublée, à examiner. Cette première mesure comporte la détermination du degré d’opacité de la solution témoin, préalablement préparée. Amené dans le cône de la lumière, ce liquide, plus où moins coloré, laisse passer une quantite plus faible de rayons lumineux et par conséquent sensibilise la cellule photo-électrique moins fortement que les ravons ayant antérieurement traversés l’eau distillée pure. La déviation de l'aiguille du galvanomètre est donc plus petite. Le degré de déviation ainsi déterminé constitue alors le zéro pour l’examen en cours.
Ce degré une fois fixé, on rejette le liquide témoin de la deuxième cuve, on lave soigneusement celle-ci et on y introduit la solution colorée ou troublée à examiner, que
l’on agite au préalable pour la rendre homogène, Cette solution laisse à son tour passer encore moins de lumière et la déviation galvanométrique devient par conséquent encore plus petite. Elle est donc d'autant plus faible que la solution est plus concentrée en substance à doser.
Il est absolument nécessaire de contrôler l’appareil entre les différentes mesures de comparaison avec la cuve témoin contenant de l’eau distillée et se trouvant constamment dans l’appareil. Avant et après chaque mesure, on doit donc vérifier si le galvanomètre marque toujours 100 MV. pour l’eau distillée, sinon il faut le régler de nouveau à l’aide des rhéostats intercalés dans le courant électrique venant du secteur à l’appareil.
Les plus petites oscillations ou modifications du courant du secteur ou d’une pile alimentant la lampe éiectrique changent sensiblement la déviation de aiguille et si l’on néglige cette mise au point de l’appareil, on obtient des résultats absolument erronés.
Cette cellule photo-électrique ne peut supporter sans fatigue un éclairage prolongé, Il est indispensable de couper la lumière entre deux mesures pour permettre à la cellule de se reposer et de reprendre sa sensibilité optima.
Expression des résultats:
On peut exprimer les résultats obtenus au moyen de la cellule photo-électrique directement par le nombre des Millivolts lu au galvanomètre, en calculant la différence entre la déviation obtenue par l’interpolation de la solution témoin et celle de la solution à examiner.
D'autre part on a avantage à chiffrer les résultats en accroissement de «densité optique» (logarithme décimal du rapport [°/1) résultant de la coloration. I° étant l'intensité observée au sortir de la cuve avant coloration; — I étant l'intensité observée sur la solution colorée.
La densité optique correspond donc au logarithme décimal du rapport l°/I. Exemple: Si on pose égale à 100 l'intensité du courant électrique obtenu, quand la euve de
l'appareil ne contient que le solvant pur (1°) et si après coloration cette intensité (1) n’atteint que 59 MV, le rapport
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dont le logarithme décimal est 0,30103 et la densité optique en valeur absolue de la solution colorée examinée est donc égale à ce dernier chiffre. VERNES exprime la «densité optique» de la façon suivante:
dd A100 10821071 "507108 On peut donc établir des courbes de l’élément à examiner
par des mesures préalables sur des liquides de densités opliques connues.
Pour faciliter notre travail et pouvoir travailler avec des quantités de liquide très faibles, tout en maintenant l'épaisseur de la couche de solution expérimentale à 10 millimètres, nous avons construit des petites cuves à 1 cc. de volume, facilement nettoyables et démontables, Nous représentons par la figure 2 l’aspect de ces cuves. On voit au centre la grande cuve ordinairement employée, à gauche notre petite cuve démontée, montrant les différentes pièces, qui la constituent, à droite la petite cuve montée.
PROPOS PHYSIOLOGIQUES ET CLINIQUES SUR LES URINES EN GENERAL
L’urine est d’après DERRIEN et FoNTES (16) «un produil excrémentitiel séparé du sang par les reins et rejeté de l'organisme après un séjour plus où moins prolongé dans la vessie. C’est par l'urine que l’organisme se décharge de la majeure partie de sels minéraux et de déchets azotés; c’est par elle également que le sang se débarrasse de la plupart des substances étrangères qu’il peut renfermer. — La composition chimique de l’urine est quantitativement variable suivant l’alimentation, l’âge, l’état de repos ou de travail, etc.
C’est ce qu’on pourrait appeler un liquide pécilochimique, c’est-à-dire à composition chimique variable, par opposition aux humeurs homéo-chimiques, c’est-à-dire à composition chimique régularisée, comme le sang, le liquide céphalo-rachidien.»
Une interprétation exacte d’une analyse d’urine nécessite une étude physio-pathologique complète du malade.
Il faut donc diviser les constituants urinaires en deux
groupes:
1) Les constituants constants;
2) Les constituants inconstants,
Nos recherches ont eu trait uniquement au deuxième groupe. Ces composants inconstants peuvent être normaux (acétonurie par carence sucro-amylacée, certaines glucosuries de la femme enceinte, etc.) anormaux (alcaptonurie, pentoséiurie chronique, etc.) ; ou pathologiques (protéiduries, bilirubinurie, hémoglobinurie, glucosurie diabétique, etc.).
Nous avons, pour des raisons antérieurement exposées, choisi les trois constituants suivants pour nos recherches:
L’albuminurie; L’acétonurie; L’alcoolurie.
Les deux premières ont un intérêt strictement clinique, tandis que la dernière concerne plutôt la médecine légale.
CHAPITRE II
L’Albuminurie.
Le dosage des albumines urinaires au moyen de la cellule photoélectrique.
Protéinuries: Par le terme général de protéinuries on peut désigner le passage dans l’urine d’une protéine quelconque. Le rein malade laisse passer peut-être en les modifiant, les protéines du plasma sanguin (moins le fibrinogène, qui n'apparaît que rarement dans l'urine). C’est ce méiange de sérumalbumine et de sérumglobuline qui constitue le plus souvent l’albumine urinaire. Dans certains cas le rein pourra éliminer des protéines étrangères au sang qui y seront déversées, soit à la suite de troubles de l’absorption digestive, soit à la suite de la production d’albuminuries pathologiques par certains organes, ou sous l'influence de certains parasites. La chimie urinaire courante est encore impuissante à distingsuer ces différentes protéinuries. Sous le nom d’aibumine urinaire ou d’albumine vraie, on désigne la réunion dans Purine, de la sérumalbumine et de la sérumglobuline. Sauf indications spéciales on ne procède pas, dans la pratique, à la séparation de ces protéines, on se contente de les rechercher et de les doser en bloc.
En pratique urologique courante, on peut avoir à rechercher:
La sérum-albumine et sérum-globuline; Les pseudo-albumines; Les albumoses.
L'albumine acéto-soluble de PATEIN, les albumines thermolytiques, cryolytiques, etc. sont des raretés que l’urologiste ne rencontre que très exceptionnellement dans ses recherches. Les peptones vraies n’ont probablement jamais été caractcrisées dans les urines fraîches.
A titre documentaire nous donnons ci-après le tableau de P. MouxniER (17) indiquant les principaux caractères des substances albuminoïdes susceptibles d’être trouvées dans les urines et dans des substances qui peuvent accidentellement simuler leur présence: alcaloïdes, corps résineux, elc.…
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Signification physiologique et clinique de l’Albumine urinaire.
Des traces minimes d’albumines se trouvent même dans _ les urines normales. On a le droit de parler d’une albuminurie dans le sens clinique, si on peut déceler la présence d’albumine au moyen de plusieurs réactifs.
Il existe une Albuminurie purement alimentaire après une consommation abondante de blanc d’œuf cru. D'autre part la présence d’albumines dans l’urine ne constitue pas une preuve certaine d’une altération rénale, parce qu'elie peut être trouvée chez des personnes, dont les reins sont complètement normaux, et inversement elle peut faire défaut dans lurine provenant de reins très profondément lésés. L’albumine peut apparaître dans les urines après un travail corporel très dur. Des phénomènes circulatoires jouent un grand rôle dans l’albuminurie, comme le prouvent les cas d’asystolie ou bien encore l'hypertension portale. De grandes quantités d’albumines peuvent être éliminées passagèrement par l’urine après des bains froids, après la compression du thorax, après palpation des reins. L’albuminurie orthostatique est aussi en relation avec des troubles circulaires. Lors de processus cérébraux (Apoplexie, Méningites) l’albuminurie peut provenir de phénomènes nerveux. D'autre part on a noté de l’albuminurie comme symptôme accessoire de phosphaturie ou comme suite de grande fatigue psychique.
Il faut aussi distinguer la protéidurie rénale de celle qui est accidentelle, ayant son origine dans les voies urinaires déférentes inférieures. Cette dernière peut être différenciée au moyen de l’examen microscopique du sédiment urinaire par la caractérisation des éléments cytologiques. La protéidurie rénale doit être confirmée par le prélèvement urinaire direct au moyen de cathétérisation. L’albumine que l’on trouve dans les cas d’hématurie rénale, peut provenir du sang, des voies lymphatiques et des cellules épithéliales.
Dans les maladies rénales proprement dites, la recherche de l’albumine urinaire ne joue plus actuellement le rôle pré-
dominant qu’il avait autrefois. Cependant, si l’albuminurie a perdu sa valeur au point de vue diagnostic, son contrôle ne doit pas être négligé pour donner des indications thérapeutiques très importantes.
Les néphroses et les maladies de rein amyloïde se caractérisent par les albuminuries les plus prononcées.
Une glomerulonephritis diffuse, aiguë, accompagnée d’une albuminurie marquée, est toujours le symptôme de la néphrose, même si l’æœdème est peu caractérisé ou manque complètement.
Si on a affaire à une gloméerulonephritis localisée, le taux de lalbumine urinaire est généralement faible (1 à 2%) et correspond alors seulement à l’albumine provenant des hématies. Dans les cas de néphrites chroniques atrophiques le taux albuminique peut être très faible, dans les atrophies rénales primaires l’albumine fait même souvent défaut, tandis que dans les atrophies secondaires, le taux protidique est en général légèrement augmenté.
L’urine provenant de néphrites de rétention peut aussi montrer une teneur d’albumines très élevée. Dans des affections rénales tout à fait passagères, comme on les rencontre dans diverses infections aiguës, pneumonie, angine, scarlatine, etc, on peut aussi déceler une forte présence d’albumine, désignée sous le terme «d’albuminurie fébrile». Ce fait ne justifie cependant pas de conclure à une lésion rénale profonde.
La forme de l’albumine éliminée peut aussi avoir une importance pour le pronostic de l'affection rénale.
L'albumine acétique constitue la forme la plus bénigne de l’albuminurie. Il faut cependant dans ces cas tenir compte des éléments cytologiques des voies urinaires inférieures (examen du sédiment) et de la réaction de lurine (alcaline). L'apparition de cette albumine dans les urines constitue toujours le premier symptôme de la maladie, sa disparition est aussi toujours le dernier signe avant la guérison complète.
D’après OBERMEYER la réaction négative pour les nucléoalbumines constitue un symptôme défavorable pour le pronostic d’une affection rénale caractérisée par l’albuminurie. Dans la néphrite chronique ce nucléoalbumine manque presque toujours.
On voit donc l'importance de la caractérisation et du dosage des albumines au cours d’une maladie au point de vue pronostic et thérapeutique.
C’est dans cet ordre d’idée que nous avons effectué nos recherches quantitatives sur l’albumine urinaire au moyen de Ja cellule photoélectrique.
Le dosage de l’albumine urinaire au moyen de la cellule photoélectrique.
Nous avons pu établir que le dosage des albumines au moyen de la cellule photoélectrique ne donnait des résultats exacts qu'avec les liquides albumineux renfermant au maximum 1 gramme d’albumine pour 1000. Si l’on veut opérer dans des conditions favorables, il convient donc d’effectuer pour chaque urine une évaluation approximative de l’albumine. À cet effet nous nous servons du réactif de TANRET: on sait que l’aspect du précipité albumineux obtenu en traitant un liquide protidique par le réactif de TaNRETr à chaud permet d'évaluer la concentration approximative en albumine. Le tableau suivant résume ces constatations:
Dose approximative
Aspect du scipité à Her MTL d’albumine p. 1000
1) Louche uniforme et homogène sans FOCORSEE SMART O0 gr. 10 ou moins 2) Petits flocons assez lents à se réunir 0 gr. 12 à 0 gr. 30 3) Gros flocons se déposant progressivement en dix à quinze minutes ...... 0 gr. 30 à 0 sr. 50 4) Trouble accentué, suivi d’un dépôt
FADITE SR EE ES plus de 0 gr. 50
Le dosage des albumines par la cellule photoélectrique
n'est donc possible qu'avec des liquides dont la concentration correspond aux conditions des trois premières réactions. Les urines renfermant des quantités d’albumine plus fortes doivent être convenablement diluées; le résultat final sera multiplié par le coefficient de dilution.
Le dosage proprement dit nécessite les réactifs suivants:
1) Réactif de précipitation: Solution d’acide sulfosalicylique
2) Colorant neutre pour teintes biologiques (très rarement nécessaire) :
Caramelau1l/5désucre 1... 1 partie EAU AICOoNSée a MD. 1... .... 9 parties
Cette solution peut être employée pour imiter la coloration naturelle d’urines anormalement pigmentées.
) Solution émulsive:
Gommenadrascante tn. vain: 0 gr. 50
CINCÉRIDERE PA RRAMERTE RS <. 50 gr.
Ce liquide peut servir à maintenir le précipité colloidal albumineux en émulsion stable pendant les manipulations à la cellule photoélectrique, on l’emploic à raison de 1 cc. pour 10 cc. d'urine. Nous l'avons cependant très rarement utilisé, étant donné la vitesse de manipulation et de mesure, que l’on réalise à la cellule photoélectrique.
#) Solution témoin titrée d'albumine à 1 pour 1000 pour
effectuer les dosages comparatifs et établir une fois pour toutes la courbe de densité optique à la cellule photoélectrique. La solution titrée d’albumine a été préparée selon la technique de MESTREZAT modifiée:
On introduit deux blancs d'œufs frais dans une éprou-
vette pour en déterminer le volume; on dilue à volume égal à l’aide de sérum physiologique et on bat le tout en neige; on ajoute ensuite trois volumes de sérum physiologique; on
mélange bien et on filtre. Le filtrat clair ainsi obtenu renferme sensiblement 1/50 de son poids d’albumine. Pour obtenir une solution titrée à 1 pour 1000, il suffit donc de diluer ce liquide au moyen de 19 parties de sérum physiologique auquel il est bon d’incorporer au préalable une solution de VuzinE à 1/10.000 pour obtenir un réactif aseptique, se conservant pendant des mois sans s’altérer.
On peut, pour une plus grande rigueur, déterminer le taux d’albumine par pesée, mais la composition du blanc d'œuf étant sensiblement constante, en utilisant différents liquides ainsi préparés on obtient à peine quelques milligrammes d'écart; on peut donc se contenter de préparer la solution d’albumine comme nous l’avons mentionné plus haut.
On peut aussi employer une solution de 0 gr. 10% d’albumine d'œuf séchée du commerce ou encore une dilution de sérum humain normal à 1/75 fournissant ainsi approximativement un titre de 1 pour 1000, mais dans ce cas nous recommandons un dosage pondéral préalable.
Nous avons, afin d'obtenir des résultats rigoureux, procédé à un étalonnage exact de notre solution de blanc d'œuf témoin, en effectuant des dosages de l’Azote total par la méthode de KJeLpaAHL. Nous avons employé la solution de blanc d'œuf après lavoir diluée convenablement selon les indications précédentes à environ 1/1000,.
Nous effectuons la décomposition des matières organiques par de l'acide sulfurique concentré et nous transformons tout l’azote ainsi en (NH1)?2SO04. Puis nous dosons lAmmoniaque du Sulfate d’Ammonium en le déplaçant à l’aide de l'appareil PARNAS-WAGNER par la NaOH. L’ammoniaque est recueillie dans une solution titrée chlorhydrique N/70 en utilisant le rouge de Méthyle comme indicateur.
Nous n’insistons pas sur la marche détaillée de la technique de KJELDAHL et du microdosage de l’Azote à l’aide de l'appareil de PaRNas- WAGNER, qui sont aujourd’hui des procédés classiques.
Nous avons employé le catalyseur de B£er et FURZEY (18) pour la minéralisation:
K?2S0* D2 £T. finement pulvérisés et HgSO* 5 gr. mélangés Se la Nous sommes parti de:
Solution de blanc d'œuf diluée 1/1000 env. .. 1 cc. NE Le RS LA EMTIIT ES CONCERTS io:
CALAR SEULARSIT AR NN MEME SAT TR ETF For
La désintégration complète a été obtenue au bout de 25 minutes. Nous avons titré avec une solution de HCI N/70 et une solution de NaOH N/70 pour la raison suivante: Sachant que:
NH du P.M. de 17 contient N — 14
donc une solution normale — 14 N ou une solution N/2 — 14/2 N ou une solution N/70 — ATOS NON
donc 1 cc. de Solution Normale de HCI correspond à 0,2 mer. d’Azote.
Nous avons préparé deux solutions de blanc d'œuf suivant les indications antérieures et nous en avons effectue cinq Kjeldahlisations et dosages différentes en titrant par retour la quantité d’'HCI N/70 non saturée par l'NH° déplacé dans l’appareil de PARNAS- WAGNER.
Les valeurs obtenues sont les suivantes en tenant compte des dilutions:
1,62 et 1,64 pour deux dosages avec la solution de blanc d'œuf N° I.
1,58, — 1,57, — 1,57 pour trois dosages avec la solution de blanc d’œuf N° II.
Moyenne des cinq expériences: 1,596 ce,
Sachant que l'indice d’Azote est de 6,25 (STRzYzoWSKkY |[19]) pour calculer le poids d’albumine et en tenant compte des dilutions, nous obtenons pour nos solutions de blanc d'œuf la teneur en albumine:
059620200975 mér pour lc.
ou nos solutions renferment 0,9975 gr. d’albumine pour un litre, ce qui correspond sensiblement à une solution de 1 pour 1000 d’albumine.
À partir de ces solutions à titre protéinique exactement dosé nous avons ensuite préparé une série de dilutions progressivement croissantes à l’aide de sérum physiologique. Ces solutions à concentrations connues nous ont servi pour établir la courbe d’étalonnage pour notre cellule photo-électrique.
D'autre part nous avons effectué des expériences à l’aide d'urine pathologique, dont nous avons déterminé au préalable le taux en albumine. Ces dosages ont été opérés au moyen de deux techniques:
1) par la méthode d’EsBACH;
2) par la méthode sus-indiquée de KJELDAHL—PARNAS- WAGNER.
Nous donnons dans le tableau ci-dessous quelques résultats obtenus avec différents échantillons d’urines albumineuses. On notera la concordance assez prononcée des résultats des deux méthodes. Nous tenons cependant à faire remarquer que nous avions au préalable comparé deux tubes d’'EsBACH, dont l’un avait une dimension intérieure de 15 mm. et une longueur de 110 mm. exacte jusqu’au trait R. Le fond du tube étant rond et la longueur du fond jusqu’au trait U est de 70 mm. exact. Ce tube de fabrication allemande (Paul ALr- MANN, Berlin) nous donnait les résultats ci-dessous indiqués, conformes au dosage volumétrique.
Tandis qu'un autre tube, mesurant 13 mm. de diamètre et 106 mm. de longueur jusqu’au trait R, donnait des résultats trop élevés et peu réguliers. Un troisième tube d’EsBACH à fond étiré et pointu était encore moins fidèle.
Tableau N° 1.
A Re LR TIME MANETTES UNE Essais N° 1 > à 4 5 6
EsBACH: Albumine :
De 4,5 5,3 9,9 6,3 4,4 54
KJELDAHL: Albumine:
(indice 6,25) % 4,51 5,281 5,475 6,288 4,406 5,125
NN dans la prise
d’essai de 2 cc.: 0,72 0,844 0,876 1,006 0,70 0,82
Nombres de cc. d'HCI em- A ur lo78 01105 1121 995 12%95:118
partir de 20 cc. HCI:
En partant de ces différentes urines albumineuses, nous avons effectué des dilutions progressives à titre exactement mesuré, qui nous ont servi de comparaison avec les résultats antérieurs, obtenus au moyen des solutions de blanc d'œuf.
Au moyen de ces urines pathologiques et d’un assez grand nombre d’urines normales nous avons pu établir pour notre cellule photoélectrique une densité optique due à la teinte jaunâtre des urines qui se fixe entre 75 et 80 M.V.
Nous ramenons donc, soit par dilution au moyen d’une solution saline (il faut tenir compte pour le dosage ultérieur de l’albumine du titre de cette dilution), soit par addition de notre colorant neutre pour teinte biologique, avant chaque manipulation, les urines trop concentrées ou insuffisamment pigmentées, à la densité optique de 75 à 80 M.V.
La même technique est utilisée pour ajuster nos solutions d’albumines témoins à cette densité optique. :
Ces solutions témoins préparées en partant de la solution d’albumine à 1 pour 1000, par dilutions successives au moyen de sérum physiologique, toutes ajustées avant précipitation à la densité optique de 75 à 80, nous ont permis d'établir une courbe opacimétrique d'étalonnage de notre appareil donnant d — 100 log I°/1 en fonction de lintensité
du courant produit par la sensibilisation de la cellule, observée au millivoltmètre du galvanomètre.
Après avoir fixé le degré maximum de déviation du galvanomètre à l’aide de la solution standard de limite (eau distillée pure), nous avons alors établi la courbe d’étalonnage à l’aide des solutions albumineuses de concentrations connues ou des urines albumineuses convenablement diluées et ramenées au degré d’opacité vide (75 à 80 M.V.).
Nous exprimons dans le Tableau N° II ces mesures en indiquant le taux d’albumine par litre directement en degrés M.V. lus sur le galvanomètre de la cellule photoélectrique.
Tableau N° 11.
gr. °/00 Albumine
gr. v Albumine
gre %/00
Albumine HAVE
gr. °/00 de | Albumine | “ie
3 0,4040 20 0 0178 55 0,06960 79 0,02819 0,3785 31 0,1606 57 0,06474 81 0,02609 0,3545 D NO TOUL 59 0,06022 83 0,02415 0,3320 39 0,1403 61 0,05601 85 0,02235
11 0,3110 YA GEI 63 0,05210 87 0,02068 13 0,2913 50101225 65 0,04846 89 0,01914
IE TS
Le graphique ci-joint représente la courbe résultant de ces valeurs; nous indiquons en abscisse les degrés M.V. lus au galvanomètre et en ordonnée le taux d’albumine pour mille centimètres cubes correspondant.
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Graphique N° 1.
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À l’aide de cette courbe il est donc possible de déterminer facilement, en mesurant la déviation correspondant à la variation de la densité optique, la conceñtration en albumine d’une urine à examiner.
Le mode opératoire est le suivant:
On mesure exactement dans un tube à essai en verre
Pyrex:
Urmertritréel(De= 7 40e ere 5,0 cc.
Solution d’Acide sulfosalicylique à 20% .... 1,0 cc. Solution émulsive (si nécessaire) .......... 0,5: cc:
Mélanger et chauffer au B.M. à + 80° pendant 5 minutes. Introduire la solution albumineuse trouble et refroidie dans la cuve de l’appareil préalablement ajusté et effectuer les mesures aussi rapidement que possible.
On voit que la courbe d’étalonnage n’est pas sensiblement une droite et que le maximum de sensibilité se trouve compris entre 0 gr. 1 et 0 gr. 25 d’albumine par litre, étant donné d’un côté l’allure de la courbe et de l’autre côté la sensibilité de la cellule photoélectrique, limitant ainsi les mesures aux deux extrémités de la courbe.
Nous insistons sur le fait que cette courbe peut servir au dosage de l’albumine pour toutes les solutions albumineuses ayant une densité optique vide de D — 75 à 80 et en ajustant au préalable la cellule photoélectrique à l’aide de l’eau distillée comme solution standard limite à 100° M.V.
Si on procède à cet ajustement préalable de l’appareil au moyen d’eau distillée avant chaque mesure, la courbe d'étalonnage établie à l’aide des solutions témoins dans des conditions déterminées restera toujours valable pour n’importe quel diaphragme, n’importe quelle épaisseur de couche et n'importe quelle intensité de courant.
Distinction de la Sérine et de la Globuline.
L’albumine urinaire vraie est, comme l’albumine du sérum sanguin, un mélange aux proportions variables de sérine et
de globuline. Il est possible de séparer complètement ces deux fractions albuminoïdes par le procédé suivant:
L’urine étant exactement neutralisée par la soude diluée, vis-à-vis de la phénolphtaléine, on en sature à froid un volume donné par du sulfate de magnésie pulvérisé, à raison de 8 gr. par 10 cc. d’urine. La globuline se sépare en gros flocons, qu’on peut recueillir par filtration. Le liquide clair filtré contient la sérine.
Pour le dosage néphélométrique à la cellule photo-électrique on procède donc tout d’abord à la mesure de l’albumine totale sur une fraction d'urine, Puis on précipite la globuline et sur le filtrat on effectue la précipitation de la sérine au moyen de l’Acide Sulfosalicylique à chaud, comme ci-devant. On mesure le degré d’opacité de cette seconde fraction de l’urine à la cellule photo-électrique et on obtient le taux de la sérine urinaire. Par soustraction de cette valeur du taux en albumine globale on reçoit la teneur en globuline de l’urine.
Recherche et dosage des Albumoses:
Les albumoses se recherchent dans l’urine préalablement désalbuminée. A cet effet on emploie l’acide sulfosalicylique à 20% à la dose de 5% environ. Après coagulation de l’albumine, laisser refroidir, compléter avec de l’eau le volume primitif de l’urine. Agiter et filtrer limpide.
Sur le filtrat on cherche les albumoses, qui précipitent à l’ébullition et complètement, par le Sulfate d’Ammonium à saturation (environ 7 gr. pour 10 cc. d’urine) en milieu
neutre ou acide.
On détermine donc d’un côté lé taux global de l’albumine urinaire. Puis on mesure le degré d’opacité du filtrat limpide. On ramène avec le colorant neutre à D — 75 M.V. On précipite, par l’addition de Sulfate d’Ammonium, les albumoses et on mesure le degré d’opacité de la solution trouble, le nombre des M.V. lu correspond aux albumoses,
Recherches et dosage de l’Albumine acéto-soluble de Patein.
Cette fraction protidique ne se rencontre que rarement dans les urines.
Pour séparer l'albumine acéto-soluble de lalbumine vraie, lorsqu'elles existent ensemble, on chauffe l'urine jusqu'à l'ébullition, après l'avoir additionnée d'un peu de NaCl et de quelques gouttes d'acide acétique au 1/10. On ramène au volume initial. S'il se forme un précipité, c'est de l’albumine vraie, que l'on peut doser à la cellule photo-électrique en tenant compte de la dilution.
Une deuxième fraction d'urine est traitée de la même façon, puis on filtre bouillant. On laisse tiédir le filtrat et on y ajoute de l'Acide nitrique dans les proportions de 1 cc. NOSH sur 10 ce. d'urine. L’albumine acéto-soluble précipite dans ces conditions. On effectuera le dosage à la cellule photo-électrique au moyen du liquide chaud pour éviter des erreurs dues à la présence éventuelle d'albumoses, celles-ci restent en solution à chaud, tandis que l'albumine acétosoluble, précipitée, est insoluble à la chaleur.
Toutes ces fractions d'albumines donnent d'après nos expériences des floculations à degré opacimétrique sensiblement stable et peuvent être déterminées par simple lecture de la courbe néphélométrique établie pour les urines albumineuses.
CHAPITRE III
Composés cétoniques urinaires.
Acétonurie.
Le dosage des corps cétoniques urinaires au moyen de la cellule photo-électrique,
Les composés cétoniques sont formés dans l’organisme comme produits intermédiaires du métabolisme normal des lipides. Ce métabolisme par la B-oxydation arrive à faire de l’acide B-oxybutyrique, de lacide acétyl-acétique et de l’acétone. Le schéma suivant montre la marche successive de
ces réactions:
CH3 CH CH
CHOH RE ve 760 CH + 0 CH CŒ cr | __ H20
COOH COOH
Acide B-oxybutyrique Acide acétyl- Acétone
acétique
ET ce
Ces trois composés sont donc, dans l’organisme normal des produits intermédiaires, qui se font toujours, mais qui ne subsistent pas. Comme pour tous les composés intermédiaires, il en passe normalement des traces dans le sang et les émonctoires et voilà pourquoi dans les urines normales, on peut trouver des petites quantités d’acétone, quantités minimes, mais test du métabolisme normal des acides gras. :
Dans son travail très intéressant sur les méthodes de recherches et de dosages de l’acétone urinaire, SibAWY (20) résume schématiquement ces transformations biologiques de la manière suivante:
Les corps cétoniques sont dus à la dégradation dans l'organisme des acides gras pairs et de certains acides-aminés (Phényl-alanine, Tyrosine, Leucine). Ces faits ont été prouvés par les recherches d’'EMBDEN et Marx (21), qui ont démontré que le siège de ces synthèses biologiques est le foie.
Schéma I. Obtention des corps cétoniques à partir des acides gras pairs:
Acides gras pairs CHS(CH)°COOH (n représente des chiffres pairs). Ÿ
Oxydation de Kxopp
Ÿ Acide diacétique Ÿ CH3—CO—CH—COOH | | Ÿ
; . Oxydo-réduetion Déearboxylation (Réaction de CAMIZZARO) | Ÿ Acétone Acide Oxybutyrique + Acide acétique + Acide glycolique
CH5— CO — CH + (0? CH5—CHON—CH?—CO0H + CH? — COOH + CH20H — (00H
Schéma II. Obtention des corps cétoniques à partir des acides-aminés: p. ex.
Phényl-alanine, Tyrosine, Leucine CHS—CH—CH-CH—COOH | NH Désamination
Acide cétone
CH$—CH2—CH2—CO—COOH + NH3
\ Oxydation Acide gras pair (d’un atome de C inférieur)
Ÿ CHÿ—CH2—CH2—COOH + CO?
Oxydation de Knopp
etc. comme sous Schéma I.
On trouve donc dans l’urine normale des traces d’acétone, comme JAKSCH l’a démontré (0,01 à 0,03 gr. dans 24 heures). On constate une augmentation de l’acétone par l'élimination des hydrates de carbone dans la nourriture. Par le jeûne l’acétone est aussi augmentée.
On ne connaît pas encore suffisamment les raisons qui occasionnent principalement dans le diabète la formation des corps cétoniques et qui par les propriétés acides de l'acide acétyl-acétique et de l’acide oxy-butyrique amènent l’acidose sanguine, Le manque de synergie des divers métabolismes chez ces malades entraîne une élimination urinaire exagérée des sels ammoniacaux. L’ammoniaque urinaire provient de l'élimination par les reins d’ions acides, comme nous l'avons vu et il s’agit d’un phénomène de compensation. L'apparition des corps céfoniques dans l’urine se manifeste donc en général, chaque fois qu’il y a manque d'hydrates de carbone dans la nourriture ou que ces substances ne sont pas brûlées ou assimilées par l'organisme,
Au point de vue clinique, il faut retenir que l’acétone et les autres corps cétoniques existent dans les cas de diabète, de jeûne ou de privation d’hydrates de carbone, dans les gastro-entérites infantiles, dans des crises gastriques ou digestives graves, dans les états fébriles, dans les cas de cancer de l’estomac ou du duodénum, dans les complications de la grossesse et dans les états consécutifs de l’anesthésie ‘au chloroforme.
Les doses d’acétone dans ces différentes affections peuvent varier de quelques décigrammes jusqu’à 30 grammes par jour. Cette dernière dose peut cependant être considérée comme très exceptionnelle,
Les Réactions qualitatives et quantitatives des corps cétoniques.
Nous ne voudrions pas décrire ici les différentes techniques employées dans les laboratoires pour ces recherches. On trouvera toutes les indications utiles dans le travail susmentionné de SIDAWY.
Nous ne citons pour l’acide diacétique que les réactions de GERHARDT (22), d’ARNOLD (23), de V. ARREGUINE et CARCIA (24) ; pour l’acétone les méthodes de: LÉGAL (25), de FROMER (26), de ROTHERA (27), de GUNNING (28), de BOUGAULT-GROS (29), de DENIGES (30), de FLEURY (31), de VAN-SLYKE-GUILLAUMIN (32) et d’autres auteurs, indiquées et décrites dans le travail de SIDAWY.
Le Dosage des corps cétoniques de l’urine au moyen de la cellule photo-électrique.
Pour réaliser notre projet, il fallait tout d’abord choisir une méthode rigoureuse de contrôle permettant de déterminer exactement l’acétone et les autres dérivés cétoniques se trouvant dans les urines.
Nous avons adopté la méthode de C. O. GuiLLAUMIX. Nous ne voulons nullement recommander cette technique pour l'usage courant dans un laboratoire pratique. Comme nous allons le voir, elle présente deux inconvénients:
L’emploi d'appareils distillatoires d’un type tout à fait spécial.
Des manipulations trop longues et délicates pour l'emploi clinique, Mais nous avons cherché une méthode rigoureuse, nous donnant une base exacte pour l’établissement correct de notre courbe colorimétrique à la cellule photo-électrique.
GUILLAUMIN emploie deux appareils composés d’un ballon distillatoire spécial. Celui-ci est relié à une colonne réfrigérante type VIGREUX ascendante suivie d’un réfrigérant descendant vertical, à l’extrémité duquel un tube en verre, à bout renflé, plonge sous une couche d’eau dans un ballon d'ERLENMEYER. La figure jointe explique mieux que toute description, le montage des appareils. (Fig. 3 et 4).
Le principe de la méthode de GUILLAUMIN est le suivant: Par un léger chauffage l’acide acétyl-acétique se décompose et se transforme quantitativement en acétone avec départ de CO?, comme nous l’avons montré antérieurement par les formules chimiques. On détermine donc dans une première manipulation l’acétone libre et celui provenant de l'acide acétyl-acétique. Ceci s'effectue par simple distillation. On recueille le distillat dans une solution alcaline contenant une quantité déterminée d’iode titré.
Une partie de ce iode est transformée en iodoforme. La partie restante du iode en excès est ensuite titrée par une solution d’hyposulfite.
Le résidu de la distillation contient l’acide B-oxybutyrique. On y verse un mélange oxydant d’acide sulfurique et de bichromate de potasse, L’acide B-oxybutyrique est ainsi transformé en acide acétyl-acétique, qui par distillation fournit de l’acétone. On dose cette deuxième fraction exactement comme la première. Les réactions se passent suivant les formules indiquées au début du chapitre.
Les réactions de dosage iodométrique s'effectuent suivant le processus ci-dessus:
CH3—CO—CH + 3 P — CB—CO—CH + 3HI
2) CIS—CO—CH3 + NaOH = CHE + CH5-CO—ONa Iodoforme Acétate de Soude
3) 21 + 2Na2S203 — 2Nal se Na2S406 Iodure de Tétrathionate de Sodium Soude
Mode opératoire :
La prise d'essai de l’urine sera telle, qu’elle ne contienne pas 25 mgr. d’acétone. La réaction de LÉGAL donnera l’indication préalable nécessaire.
P. FLEURY (31) donne dans ses «Fiches Techniques», un tableau sur ses approximations:
Réaction) très intense .......… 0,5 à 3,0 gr. par litre Franchement rouge ou violet . 0,15 à 0,6 gr. > ROSE ARE ren EE: MAD 0S A0 150. > JÉROLEE PER RP PU Le tree 0,05 gr. par litre
Nous déféquons 100 cc. d'urine, diluée si nécessaire, dans un ballon d'ERLENMEYER sec à l’aide de 2 à 3 gr. d’acétate neutre de plomb. On laisse reposer pendant 15 minutes,
Essai préliminaire :
Pendant ce temps nous effectuons une première distillation à blanc pour vérifier les réactifs à employer et pour tenir éventuellement compte de leur teneur en corps céto-
niques.
Nous employons l’appareil distillatoire N° 3 et nous y introduisons :
Pate tllé Ce PE CP Mr 100 cc.
Lessive de Soude-eONC 7... 40 cc.
Fausoxvoencerat1i10m ol PE te 6.ce.
Nous distillons pendant 15 minutes dans l’eau distillée contenue dans le ballon d'ERLENMEYER, puis on retire ce ballon et on y introduit:
Lessive de Soude ....... SCC:
Solution d’Iode N/10 .... 10 cc. (exactem. mesurés)
(én agitant continuellement et par petites fractions).
On laisse reposer pendant 10 minutes, et on y ajoute: Acide Sulfurique à 50% .. 2 cc.
Puis nous titrons l’excès d’iode par la solution correspondante de Na?$?0* en présence d’empois d’Amidon. Tenir compte dans la réaction définitive des corrections éventuelles ainsi contrôlées.
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Dosages définitifs:
Nous avons recours à l’appareil: Figure N° 4.
Nous introduisons dans le ballon spécial 100 cc. d’urine exactement mesurés. Nous y ajoutons: H2S0t à 50%: 10 cc.
Nous adaptons le ballon à l’appareil distillatoire. :On ferme l’entonnoir E au moyen d’une baguette en verre plongée au préalable dans l'H2S0O#.
Nous versons un peu d'H?S0{ dans l’entonnoir et nous distillons pendant 15 minutes en chauffant fortement.
Nous effectuons le dosage global des corps cétoniques, donc l’oxydation de l’acide B-oxybutyrique est réalisée tout de suite.
Pour ce faire nous introduisons dans l’entonnoir:
acide sulfurique à 50% .... 20 cc. (environ) Soiutiontde RC 072. 25€.
et en soulevant la baguette en verre, nous faisons entrer très
lentement les réactifs dans le ballon spécial.
(Attention à l’aspiration du liquide vers le réfrigérant et vers l’Erlenmever; pour l’éviter augmenter éventuellement le chauffage).
Le liquide dans le ballon doit toujours avoir une teinte légèrement jaune, due à la présence du K?2Cr?07 en excès.
Il faut répéter cette manipulation 2 ou 3 fois, afin d’oxyder tout l’acide B-oxybutyrique.
Afin de purifier l’acétone ainsi recueillie par la distillation en milieu acide et de parfaire l'oxydation complète, nous procédons à une deuxième distillation en milieu alcalin.
2 Distillation:
Nous introduisons dans un bailon propre l’eau de l'ERLENMEYER renfermant les corps cétoniques provenant de la premiére distillation (acide),
Nous y ajoutons:
Nous adaptons le ballon à l’appareil distillatoire N° 3 et nous distillons au moins 20 minutes en recueillant le distillat sous une couche d’eau distillée, contenue dans un ballon d'ERLENMEYER placé dans la glace.
Puis nous retirons le ballon d'ERLENMEYER et nous y introduisons lentement:
Nous laissons reposer pendant 10 minutes et nous acidifions le liquide par l’acide sulfurique à 50% : 2 cc.
Nous titrons en présence d’empois d’amidon, l'excès d’iode non transformé en iodoforme, par la solution de Na25203 N/10.
1 cc. de solution N/10—0 mgr. 966 d’Acétone.
0,966 (10 —— A) — mzgr. d’Acétone dans la prise d’essai.
A — nombres de centimètres-cubes de Na?2$?20% employés pour saturer l’excès d’iode. (Teinte bleue devenant
blanc limpide)
A l’aide de différentes prises d’essai nous avons ainsi déterminé le titre d’acétone et de corps cétoniques de ces urines, que nous avons immédiatement utilisée pour le dosage colorimétrique à la cellule photo-électrique.
Méthode de dosage colorimétrique à la cellule photo-électrique.
La méthode colorimétrique que nous avons choisie pour nos recherches est celle de ROTHÉRA, que nous avons modifiée pour l’adapter mieux à l'usage que nous voulions en faire.
SiDAWY, qui a comparé la valeur d’un grand nombre de techniques pour le dosage de l’Acétone urinaire a constaté que la méthode type de ROTHÉRA présente un degré de sensibilité allant jusqu’à un taux de 0,04 d’Acétone pour 1000. Il note les faits suivants:
«La réaction de ROTHÉRA est assez sensible, mais elle a été supplantée par d’autres beaucoup plus rapides. Pour rechercher l’Acétone dans l’urine, on sature cette dernière par du Sulfate d’Ammonium et on l’additionne de quelques gouttes de solution de Nitroprussiate de Sodium et d’Ammoniaque liquide off.
En laissant déposer l’excès de Sulfate d’Ammonium, on observe dans la liqueur surnageante une coloration lilas (violet fuchsia) d’intensité plus ou moins forte, suivant la concentration de la solution en Acétone. Petit à petit la teinte observée disparaît.»
Plus loin il dit: «Appliquée directement à l’urine, la réaction quoique donnant les mêmes résultats (qu’une solution aqueuse d’acétone pure) perd beaucoup de sa sensibilité. L’urine sera de préférence déféquée, ou mieux on se servira de son distillat, Notez aussi que pour de faibles quantités d’acétone, la teinte dans l’urine ne persiste pas et du mauve atténué passe rapidement au jaune clair».
Nous étions donc suffisamment averti et par nos propres expériences préalables et par les constatations de Sibawy. Notre choix s’est cependant quand même arrêté à cette méthode, qui, modifiée d’après nos indications, nous a fourni de très bons résultats et offre une manipulation simple et rapide,
Notre mode opératoire permet de travailler soit avec le distillat de lPurine, soit avec l’urine même simplement déféquéé par l’acétate neutre de plomb. Puis nous filtrons à travers une couche de charbon animal, absorbant la plus grande partie des pigments urinaires. On obtient ainsi un filtrat limpide, presque incolôre, de sorte que la couleur naturelle de l'urine n'intervient plus dans l’analyse colorimétrique.
Puis nous ajoutons huit grammes de Sulfate d’Ammonium, pour 10 cc. d'urine filtrée, on agite fortement pour obtenir une solution saturée de Sulfate d’Ammonium en milieu acide.
On laisse reposer pour faire déposer l'excès de Suifate d’Ammonium et les précipités protéidiques, qui peuvent se former. On élimine ainsi les sérines-albumines et les albumoses primaires et secondaires.
Au cours de nos manipulations, nous avions alors pu constater surtout avec des urines dépourvues de corps cétoniques ou avec des urines ne renfermant que des traces d’acétone, que ces liquides précipitaient facilement en continuant la méthode de ROTHÉRA par l’addition des réactifs proprement dits.
Pour remédier à cet inconvénient, car le précipité inconnu, qui se formait, influençait facheusement nos résulitats, nous avons appliqué les modifications suivantes:
Le filtrat acide saturé de Sulfate d’Ammonium est alcalinisé franchement au moyen d’Ammoniaque, très souvent il se forme alors des précipités de substances minérales, des sucres, de l’urée, qui restent en milieu acide dans les eauxmères.
Nous filtrons donc encore une fois, si c’est nécessaire et le filtrat alcalin, ainsi débarrassé de tous les produits nuisibles est employé pour la réaction au Nitroprussiate de soude.
I1 faut naturellement travailler quantitativement et tenir compte des dilutions successives opérées sur lurine à
examiner.
Nous effectuons donc la réaction de la façon suivante:
ROUE LA TION IC TRE RE a eue 10 ce.
Solution d’Acétate neutre de Plomb 1/10 ............ 200,
On filtre sur charbon et on continue avec le:
FATAL METRE EE ER G ce. = 5 cc. d'urine
Ce qui représente à + 15° un volume de:
Liquide: 8,4 cc. renfermant 5 cc. d'urine.
On y ajoute:
Acide acétique dilué 1/2: 2 cc.
On agite et on filtre. Au Filtrat nous ajoutons:
Ammoniaque off.: 3,6 cc.
On agite et on filtre, si nécessaire. Au filtrat nous
Le
ajoutons:
Solution de Nitroprussiate de Sodium à 5%: 1 cc.
Nous obtenons ainsi une dilution de l'urine initiale de 1/3. On mélange bien le liquide limpide ainsi obtenu et on le laisse reposer à l'obscurité pendant 15 minutes.
Après ce temps nous pratiquons les mesures colorimétriques à la cellule photo-électrique.
Nous avons pratiqué deux séries d'expériences, l’une au moyen de différentes urines pathologiques renfermant des quantités variées de corps cétoniques, dosées préalablement au moyen de la méthode de GUILLAUMIN, ci-devant décrite.
L'autre série a été effectuée à l’aide d’eau distillée à laquelle nous avons ajouté des quantités connues et croissantes d'Acétone pure.
Nous avons ainsi obtenu deux courbes, que nous reproduisons iei (Graphique N° 2), qui ne diffèrent pas b ‘AUCOUP surtout si on considère que la courbe pour les urines est la résultante moyenne, calculée à l'aide des résultats de huit urines différentes étudiées.
Pour la courbe de la solution aqueuse à l'Acétone nous avons toujours réglé la cellule photo-électrique à 100 M.V. au moyen d'eau distillée pure comme témoin.
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La courbe des urines cétoniques est établie de la façon suivante: la densité optique des urines non cétoniques additionnées des différents réactifs a été déterminée par de nombreuses mesures, comme étant fixée entre 70 et 75 M.V. Nous avons alors choisi un écran-filtre coloré en brun donnant une déviation de 100 M.V. pour cette densité optique. C’est cet écran-filtre qui a été toujours employé comme témoin pour les dosages de l’Acétone urinaire:
Tableau N° III.
Acétone Urine Eau/Acétone Lo M.V. M.V.
2,240 8: MW 8,0 M.V.
0,672 21,0 M.V. 270 1MVr 0,448 28,5 M.V. 37,0 M.V.
Test 70,0 M.V. 100,0 M.V.
Nous voyons donc que la méthode de ROTHÉRA, ainsi modifiée, est suffisamment sensible pour l'examen à la cellule-photoélectrique, étant donné que dans nos conditions expérimentales la sensibilité de la cellule photo-électrique n’atteint pas la limite de la sensibilité de la méthode même.
La méthode ainsi adaptée à la mesure colorimétrique exacte permet une manipulation rapide et donne des résultats suffisamment exacts pour la clinique.
CHAPITRE IV
Identification de traces d’alcool.
RECHERCHES ET DOSAGES DE L'ALCOOL DANS L’URINE AU MOYEN DE LA CELLULE PHOTO-ELECTRIQUE.
La recherche et le dosage de l’alcool dans les liquides biologiques sont devenus d’un usage courant et d’une importance accrue au cours de ces dernières années, du fait que beaucoup d'accidents de la circulation sont dus à létat d’ébriété des conducteurs d’automobiles ou des piétons accidentés.
Le diagnostic de l’ivresse s’effectue actuellement principalement par l’examen du sang. Le prélèvement doit se faire aussitôt après l’accident, avec des instruments préalablement stérilisés. Du fait que l’on est obligé d’éviter soigneusement d'utiliser des seringues, des aiguilles où de la verrerie ayant séjourné dans l’alcool, ou encore de faire précéder la ponction veineuse d’un lavage de la peau à l’alcool, la prise de sang présente des inconvénients nombreux, surtout à la campagne en pleine route, où la plupart des accidents de la circulation arrivent. La moindre trace d'alcool introduite par erreur peut avoir les plus graves conséquences au point de vue pénal. Les quantités de sang à prélever sont au moins
de 10 cc.
Les techniques de dosage de l'alcool éthylique dans le sang et les tissus sont nombreuses. Nous ne donnerons pas ici l'historique complet de l'analyse quantitative de l'alcool. Nous
renvovons les intéressés au travail de ELIANE LE BRETON (33),
où on trouvera toutes les indications touchant ce problème. Nous ne dirons que ces méthodes peuvent être schématiquement réparties en deux groupes:
Groupe A. Méthodes chimiques. Elles comportent toutes de nombreuses variantes.
(Oxydation de l'alcool en acide acétique, titrage au moyen de bichromate de potassium en milieu sulfurique; transformation de l’alcool en acétaldéhyde; transformation de l’alcool en iodure d’éthyle et titrage de l’iode en excès; la méthode de HAGGarp (34): Oxydation de l’alcool par l’acide iodique.)
Groupe B. Méthodes physiques. L’interférométrie selon P. Hirscx (35) est celle qui semble être la plus employée. Le pycnomètre, la conductivité électrique etc. sont abandonnés.
Quant à la diffusion de l’alcool dans l’organisme et à son élimination, nous sommes actuellement bien renseignés. Lorsque lorganisme vivant absorbe par voie stomacale de l’alcool, celui-ci passe immédiatement dans le sang. Mais la fin de cette diffusion n’est pas atteinte au moment où l’alcoolémie a atteint son maximum. LE BRETON ainsi que
: SOUTHGATE (36) ont constaté que les seuls cas où la diffusion a été rapide, sont ceux, où l’estomac était vide lors de l’ingestion d'alcool. La résorption dure dans ces conditions — pour des doses inférieures à 2 gr. par kg. — environ 60 minutes chez le rat, 60 à 90 minutes chez le chien, et d’après WIiDMARK (37) au moins 80 minutes chez l’homme.
Si l’estomac contient des aliments ou si l'absorption de l'alcool dans lorganisme est lente et plus pour les muscles que pour les organes, Le temps nécessaire pour atteindre l'équilibre de diffusion dépend de la dose d’alcoo!l et sa dilution, et surtout de la nature et la quantité des aliments ingérés simultanément. L'alcool, qui se trouve dans le sang se répand donc uniformément (ou presque par suite des différences de l’eau de constitution des tissus) dans tous les organes et dans toutes les sécrétions de l’organisme.
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Lorsque l'alcool est pris à doses modérées, il disparaît très vite de l’organisme et ni dans les urines normales, ni dans les cas pathologiques on ne trouve habituellement des alcools primaires de la série aliphatique (C°H29—OH). Mais à des doses plus élevées, capables de produire l'ivresse, une grande partie d’alcool peut traverser les reins. D’après ZUNTz et GEPPERT (38), STRASSMANN (39) dix pour cent d’alcool peuvent être éliminés dans ces conditions sans subir de dégradation, d’après ATWATER et BENEDICT (40) cette dose ne serait que de 2%. Une partie seulement de l’alcool global éliminé, apparait dans les urines, car environ 50% de l'alcool absorbé, est évaporé par les poumons et la peau. Il disparaît très vite de l'organisme dans lequel il est détruit, comburé sans doute jusqu’à ses produits ultimes de dégradation: l’eau et le gaz carbonique. Comme nous l’avons vu, la résorption de Palcool est dans les cas habituels de livresse chez l’homme très lente et par conséquent son élimination par l’urine peut être décelée très longtemps après l’ingestion, c’est-à-dire même encore après 5 à 8 heures. Ceci constitue donc un grand avantage pour le diagnostic d'ivresse en cas d'accident. D’autre part le prélèvement est à tout lieu et à tout moment plus facilement pratiquable et les causes d'erreur par les traces d’alcoo! étranger, employé pour réaliser l’asepsie, sont évitées.
Nous nous permettons de donner ici pour cette raison les recommandations spéciales que PARCHET (41) donne au corps
médical.
«Etant donné la nature spéciale du dosage d'alcool dans le sang, nous croyons utile de donner ici quelques indications
tirées de la littérature et de notre propre experience, qui aideront à interpréter les résultats d'analyse.
Si normalement, le sang ne contient que des traces indosables d'alcool, il n’en est plus de même dès que le sujet consomme des boissons fermentées: le taux d'alcool ascende alors assez rapidement à 0,5—1,2 pour mille et parfois même davantage. Le degré de tolérance vis-à-vis de l’alcool n’est évidemment pas le même pour un individu qui consomme habituellement avec modération des boissons alcooliques, que
pour celui qui pratique l’abstinence, il est encore différent pour un éthylique avéré.»
«C’est pourquoi il n’est pas possible de fixer un taux uniforme, au-dessus duquel l'ivresse est manifeste, quel que soit le sujet considéré.» — «Si l’analyse révèle un fort taux d’alcoo!l (1,5 à 3 pour mille), elle sera en général déterminante pour établir les responsabilités. Si, au contraire, le taux d'alcool est faible (0,5 à 1,0 pour mille), il permettra tout au plus de suspecter l'ivresse en voie de régression, sans cependant pouvoir l’affirmer. Dans ce cas, on ne se contentera pas d'une simple analyse de sang, mais on procédera à une enquête minutieuse sur les circonstances qui ont provoqué l'accident.»
Nous voyons que dans des cas pareils un dosage de l'alcool dans les urines aurait pu fournir des indications utiles et aurait donné au dosage d’alcool dans le sang toute sa signification.
Nous avons employé comme méthode de contrôle pour déterminer le taux d’alcool de nos solutions témoins celle de MAURICE NICLOUX (24).
I. Méthode titrimétrique de contrôle
Nous citons ici le texte presque intégralement d’après l'auteur (NiICLOUX) même:
«Solutions titrées nécessaires. —
1° Bichromate de potassium, Cr?207K2; P. M. 2944, — Préparer trois solutions, dont les teneurs en bichromate sont dans les rapports 1, 2, 5:
DOIDLION AIN EN ENMTENSES 4 5.262 par litre SOLUTION A Nr RE 8 5.524 par litre RTE 21 g.,310 par litre.
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Ce sont les solutions étalons, auxquelles devront se rapporter les suivantes; elles sont pratiquement inaltérables, 1 cm de la solution À correspond à 1 mg. d’alcool.
2° Sulfate de fer ammoniacal (sel de Monr). SO“Fe, SOt(NH1)2, 6 H20; P. M. 392,12. Solution 17 5.027 par litre contenant 40 cm* de HSO{ pur. 2 em° réduisent 1 em* de la solution À de bichromate.
3° Permanganate de potassium. MnO#K; P. M. 158,12. Solution à 1 g.373 par litre; elle est exactement équilibrée, volume à volume avec la solution de sulfate de fer.
Réactif nécessaire. — Acide sulfurique pur bouilli (d—1,84), étendu de la moitié de son volume d’eau, soit à 66,6 p. 100 en volume,
Vérification des solutions titrées. — On s'assure d’abord, par l’emploi de burettes de 2 cm? en centièmes de centimètre cube, que les solutions de permanganate et de sulfate de fer sont exactement équilibrées. Pour vérifier la solution de sulfate ferreux, mesurer au moyen d’une pipette vérifiée, un centimètre cube de la solution 5 À de bichromate, acidifier par SO{H? étendu et y ajouter au moyen d’une pipette également vérifiée, 10 cm* de la solution ferreuse, qui doivent le réduire exactement. Pour s’en assurer, ajouter à ce moment, 0 cc., 2 par exemple, de la même solution ferreuse contenue dans la burette de permanganate, ce réactif goutte par goutte jusqu’au virage de la teinte verte de (S01)* Cr? au vert teinté de pourpre; deux gouttes de 0 cc. 01 suffisent pour l’'observer nettement. Si la solution de SO‘Fe est exacte, le retour devra se faire avec 0 ec. 2 de MnO“K.
Mode opératoire. — Dans un tube à essai de 20 mm. de diamètre extérieur fermé par un bouchon de verre de diamètre plus petit (10 à 12 mm.) très soigneusement rodé, on introduit 5 cc. de la solution à analvser, ces 5 ce. ne devant pas contenir plus de 5 mgr. d’alcool. On ajoute 2,5 çc. d’acide sulfurique étendu à 66,6 p. 100; le mélange s’échauffe légèrement, on le refroidit. À ce moment on ajoute, exactement
mesuré au moyen d’une pipette ou d’une burette graduée en centièmes de centimètre cube, le volume nécessaire de la solution À, ou 2 A, ou 5 À de bichromate, de telle façon qu’elle soit en léger excès. On asseoit fortement le bouchon sur son siège après avoir eu soin d’humecter le rodage avec l'acide sulfurique. On agite légèrement le tube de manière à bien mélanger son contenu, on le place dans un bain-mafie, réglé à 85° et on l’y laisse une heure, la partie où se trouve le liquide étant seule immergée. Après ce temps la réaction est terminée, on retire le tube et on le refroidit; le contenu doit être vert-jaune, ou jaune s’il s’agit de très petites quantités d’alcool. On fait tomber dans le tube même, la solution de sulfate ferreux, de telle facon que le bichromate une fois réduit, elle soit à son tour en petit excès. On détermine enfin ce léger excès au moven de la solution de permanganate, qui fait virer la teinte au pourpre ou au rose.
Précision. — Toutes les opérations sont conduites microanalvtiquement en ce sens que les burettes contenant le sulfate de fer et le permanganate sont graduées en centièmes de centimètre cube et livrent des gouttes de 0,01 cc. environ. Lorsque la quantité d’alcool est voisine de 5 mg., deux gouttes de 0,01 cc. de permanganate suffisent pour obtenir le virage, elles représentent une quantité d’alcool qui serait de O0 mg. 01, l'erreur relative est donc de 0,2 p. 100, soit 2 p. 1000. Pour des quantités d'alcool un peu moindres 1 à 3 mgr., une goutte de permanganate suffit pour obtenir le virage, l’erreur relative «est de 5 p. 1000 environ. Pour O0 mgr. 5, l’erreur relative est de 1 p. 100; pour 0 megr. 1 de 5 p. 100.»
À la technique de NicLoux, nous n'avons fait d’après LE BRETON qu'une addition. Dans chaque série de dosages, nous introduisons un dosage témoin à blanc, où la solution d'alcool à titrer est remplacée par de l’eau bidistillée. Ce témoin donne la quantité de substances réductrices, exprimées en alcool, qui pourraient se trouver présentes dans les volumes de réactifs employés.
Avec certains acides sulfuriques du commerce dits «purs», elle peut être de 5 centièmes de milligramme. Par
suite, on peut faire en négligeant ce témoin, une erreur importante de 5 p. 100, si la quantité à titrer est de 1 mor. et de 1 p. 100, si elle est de 5 mgr. La quantité d’alcool présente dans la prise est obtenue par différence avec le témoin.
IT. Méthode colorimétrique pour le dosage de l’alcool dans l’urine au moyen de la Cellule Photo-électrique.
La littérature indique un grand nombre de méthodes d'identification d’alcool éthylique en milieu aqueux. Il y avait donc lieu de rechercher une méthode d'identification spécifique à l'alcool éthylique, permettant la recherche et le dosage par colorimètre, se prêtant par sa simplicité à l'emploi courant dans les laboratoires.
I] nous a semblé que la technique de ROSENTHALER (43) devait se prêter le mieux à nos exigences. Cette méthode a été expérimentée tout récemment par J.-M. HAMBERSIN (44).
Cette réaction s'applique à tous les alcools primaires, mais ce fait ne présentait pas d’inconvénient pour nos recherches, étant donné l’absence dans l’urine d’alcools à nombre de carbone supérieur à Cÿ.
Principe de la Méthode de ROSENTHALER:
Si l’on traite l’alcool éthylique par une solution chlorhydrique diluée d’acide sulfanilique, additionnée de Nitrite de Soude, l’alcool est oxydé en aldéhyde par le diazoïque; ce dernier réagit sur l’aldéhyde pour donner un composé coloré rouge sang.
C] NH°—HCI NAN | ME PANOEE | + HO SO'H SO'H Acide diazosulfanilique Acide Sulfanilique
chloré. chlorhydraté,
NON H NS TS O ET COR OR N Cnere cmc/ ES A aa SH SO'H SO'H Oxydation de l’alcool Aldehyde
par le diazoïque:
Les réactifs nécessaires pour effectuer la réaction sont les suivants:
Solution A: 1 gr. acide sulfanilique dissous dans 150 cc. d’eau distillée, additionnés de 50 cc. HCI N/5.
Solution B: Une solution aqueuse de Nitrite de Soude à 0,7%.
Solution C: Une solution de NaOH N/2.
Mode opératoire: Dans un tube à essai verser:
SOLUTION NA PA RU RES CES Ace:
SOIUTON RD IR A NO RE ET 1 ce.
Mélanger et ajouter:
SOlUtION RE (CM ade NRTE NR TEERAS 1CC:
Verser dans ce mélange 1 cc. d’une solution diluée d'alcool et chauffer au bain-marie. Immédiatement une coloration rouge intense prend naissance, dont l'intensité est en rapport direct avec la concentration alcoolique et qui peut être mesurée colorimétriquement.
Nature du Composé coloré: Nous n’avons trouvé aucun renseignement dans la littérature relatif à la nature et à la constitution du composé coloré, qui prend naissance à partir de l’aldéhyde acétique et du diazoréactif.
HAMBERSIN a effectué des expériences sur la sensibilité de la réaction. Il à établi une série de dilutions d’alcool
et fees
éthylique allant de 0,8 gr. à 0,0008 gr. d’alcool éthylique au centimètre cube.
Il a ainsi constaté que la coloration persiste jusqu’à la dilution correspondant à 0,0008 gr. d'alcool à 94° par centimètre cube.
Il a ensuite appliqué la méthode à la recherche de l’alcool dans l’urine. Nous décrivons ci-dessous l’ensemble de ses recherches :
«Trois questions principales devaient être examinées:
a) L’urine normale exempte d’alcool peut-elle donner une réaction positive avec le diazoréactif ?
b) L’urine normale additionnée de faibles quantités d'alcool laïsse-t-elle identifier ce dernier par le diazoréactif ?
c) Quelle quantité minima d’alcool dans l’urine peut-on déceler par la méthode au diazoréactif ?»
L'auteur a opéré tout d’abord sur une urine normale, dont l’absence d'alcool avait été vérifiée par les méthodes de WiDMARK (45) de NICLOUX:
«1) La réaction effectuée sur l’urine telle qu’elle ne fait pas apparaître de coloration rouge, spécifique à Palcool.
2) L’urine est distillée. Les dix premiers cc. de distillat sont prélevés et soumis au réactif.
Aucune coloration n'apparaît.
Afin d’éliminer dans les recherches ultérieures l'influence de la coloration propre de l'urine, nous avons toujours opéré sur l’urine distillée. Ainsi, le distillat d'alcool se trouve plus concentré.»
«L’urine précédemment étudiée est additionnée de quantités décroissantes d’alcool.
Les dix premiers centimètres cubes de distillat sont prélevés. L'alcool y est recherché sur 1 cc. suivant la méthode décrite.»
Cette technique a permis de déceler 8 mgr. d'alcool par litre d'urine.
L'auteur a ensuite démontré que tout l’alcool passe dans ses conditions expérimentales, avec les premiers 10 cc. de distillat, D'autre part il a prouvé que la réaction n’est pas gènée par la présence de corps, réagissant avec le réactif de diazonium et se trouvant fréquemment dans les urines, tels l’acétone, le glucose, les pigments biliaires, etc.
Recherches personnelles:
Basé sur ces données, nous avons effectué nos recherches, afin d’essayer la possibilité de l’emploi de la méthode de ROSENTHALER pour la détermination de l’alcool dans les urines.
Si on examine le principe de la méthode de ROSENTHALER, on remarque que la méthode est basée sur une réaction d’oxydation de l’alcool qui doit se transformer en aldéhyde.
Nous nous sommes alors demandé:
1° Est-ce que dans les conditions expérimentales données la quantité totale de l'alcool prend part à cette réaction ?
2° Est-ce que l’oxydation s'arrête au stade aldéhyde et ne se formera-t-il pas de l’acide acétique?
3° Est-ce que l’aldéhyde acétique seul ou l’acide acétique seul ne donne pas la même réaction?
4 Est-ce que l'oxydation de l’alcool peut être réalisée par un autre réactif et dans ce cas la coloration rouge apparaîtra-t-elle également ?
Pour résoudre la première question, nous avons utilisé des solutions alcooliques à concentrations décroissantes:
en diluant de l’alcoo!l à 95° dans de l’eau hidistillée.
Pour effectuer la réaction, nous avons introduit chaque fois:
1 ce. de la solution alcoolique dans 1 cc. de NaOH N/2.
Nous avons agité et laissé en contact pendant une minute. Puis nous avons préparé le Diazoréactif en mélangeant:
4 cc. du Diazo I (acide sulfanilique)
et 1 ce. du Diazo II (nitrite de soude).
On Jlaisse reposer le mélange pendant une minute. Ensuite nous mélangeons le Diazoréactif avec la solution alcaline d’alcool.
De cette façon nous avons donc finalement mis les réactifs en présence de
O,1 — 0,05 — 0,01 — 0,001 — et 0,001 d’alcoo!l à 95° se trouvant chaque fois dans 7 cc. de liquides.
Le mélange réactif + alcool a été alors bien agité et placé pendant cinq minutes exactement au Bain-Marie chauffé à 80°.
La coloration apparaît dans ces conditions très rapidement dans les tubes à 0,1 et à 0,05 et elle varie du rouge sang (N° 26 Code des Couleurs Klincksieck) pour la première concentration au rouge orangé (N° 76 C.C.K.) pour la seconde concentration. Pour les tubes à taux alcooliques plus faibles la teinte devient sensiblement égale et correspond à peu près à l’orangé N° 102 du C.CK.
Le contrôle à la cellule photo-électrique prouve que l'appareil n’est plus assez sensible pour différencier des taux inférieurs à 0,36% d'alcool dans nos conditions expérimentales, c’est-à-dire la limite mesurable se trouve dans le tube contenant 0,025 cc. d’alcool à 95° dilué dans les 7 cc. de liquides-réactifs. Nous avons ainsi fixé les points de repère de notre courbe d’étalonnage, correspondant aux
valeurs suivantes:
Tableau N° IV.
CSC d'AlCOO! ET RES RE 76 M.V.
RAM RARES RE RRSIERE 61 M.V
1,00% SA RE ee en OS CITE 58 M.V.
2,00% SE TEMPS Er eue 46 M.V.
300% Se. ne SE Maitre 39:
ID PE AR Are Bee 35 M.V.
4,00% RL EE re 32 M.V.
5,00% SR ave Ie EE 30 M.V.
Dans le tableau ci-dessus nous avons alors exprimé les degrés opacimétriques lus sur le galvanomètre de notre cellule photoélectrique, mesurés à l’aide des solutions colorées contenant des doses croissantes d’alcool à 95e.
Si nous examinons de plus près cette courbe, que nous représentons dans le graphique N° 3, nous constatons que la sensibilité de la cellule photoélectrique nous permet de déterminer avec suffisamment de précision des concentrations alcooliques allant jusqu’à 2,5%. De toute facon le taux de 3% d'alcool constitue la limite supérieure pouvant être déterminée, à notre avis, au moyen de notre méthode. Au delà de cette teneur l’augmentation de 0,2% d’alcool correspond environ à 1 M.V. ce qui est insuffisant pour garantir des mesures exactes.
Le
Graphique N°
Cependant pour répondre à notre première question posée, si la quantité totale de l’alcool entre en jeu dans la technique de HAMBERSIN, nous avons eu une surprise.
Cet auteur utilise les dix premiers centimètres cubes du distillat pour mesurer le taux alcoolique d’une urine. Nous avons donc procédé à lexpérience suivante:
Nous avons employé des urines contenant encore: 1) 10%, 2) 5%, 3) 1%, 4) 0,1%, 5) 001% d'alcool.
Nous avons soumis ces urines à la distillation et nous avons recueilli les premiers 10 cc. de distillat.
Puis noùus avons effectué, en employant les concentrations indiquées par cet auteur, la réaction suivante:
DTAZOTÉACUESN ALERTER JA CC
DIAZOrÉACILAINPEDE RE PR EEE D Ce NANOHEN DRE Cr re re 8 cc.
DistHatalcoohques sn. sr 8 cc.
Nous avons donc strictement maintenu les proportions de
la technique de HAMBERSIN et le mode opératoire indiqué ci-devant.
Après le passage pendant cinq minutes au Bain-Marie de 80°, les flacons d'ERLENMEYER contenant les 56 cc. de liquide, ayant été bien bouchés pour éviter l’évaporation de l'alcool, nous avons procédé à la distillation du liquide coloré en rouge, car l’oxydation de l’alcool avait, d’après la théorie chimique antérieurement donnée, eu lieu. Nous avons recueilli les premiers 10 cc. de distillat, qui passaient incolores.
Ce distillat était alors soumis à un nouveau dosage de l'alcool au moyen de la méthode de NiIcLoux.
Nous avons ainsi pu déterminer que la réaction de ROSENTHALER ne s’effectuait pas quantitativement. Car le distillat provenant de l'urine à 10% d’alcool initialement introduit montrait un taux alcoolique de 6 à 7%. Cette
quantité d'alcool n’avait donc pas pris part à la réaction d’oxydation par le Diazoréactif et échappait ainsi au dosage colorimétrique. Le même phénomène se manifestait avec l’urine à 5% d’alcool, où 2 à 2,5% d’alcool restaient indosables. Ce n’est qu’à partir d’une urine à 2,5% d’alcool où sensiblement la quantité totale d’alcool est oxydée et le distillat ultérieur est dépourvu d’alcool.
Si l’on veut donc effectuer un dosage d’alcool contenu dans l’urine où un autre substrat aqueux au moyen de la méthode de HAMBERSIN, il faut employer un distillat — (les dix premiers centimètres cubes) — ne renfermant pas plus de 0,25 cc. d'alcool. Cette teneur constitue aussi, comme nous l’avons antérieurement démontré, la limite maxima déterminable au moyen de la cellule photo-électrique.
Il faut donc retenir que le dosage exact de l’alcoo!l urinaire à l’aide de la méthode de HAMBERSIN et à la cellule pboto-électrique est possible seulement pour des urines contenant entre 3,5% et 25% d'alcool.
Au delà de ces concentrations limites il faudrait soit travailler avec des quantités d’urine plus grandes, soit effectuer des dilutions appropriées, pour établir ensuite le résultat en tenant compte de ces modifications préalables.
Nous avons ensuite effectué les mêmes techniques en ajoutant des quantités décroissantes d’aldéhyde acétique pur à des urines. Nous y effectuons la réaction au moyen des Diazoréactifs. La sensibilité de la réaction est identique à celle au moyen d’alcool, mais ici la quantité totale de l’aldéhyde prend part à la formation de la coloration. Car même à la teneur de 10% d’aldéhyde, le distillat préparé à partir de la solution traitée par le Diazoréactif, ne contient plus de traces d’aldéhyde libre.
Ce distillat se différencie d’ailleurs de celui provenant de l’urine alcoolisée par sa teinte jaune.
L’oxydation de l'alcool par le Diazoréactif semble donc réellement passer par le stade aldéhydique.
La recherche et l'identification de f’acide acétique dans le liquide soumis à la réaction de ROSENTHALER Sont constam-
ment restées négatives.
D'autre part nous avons examiné des solutions aqueuses ou urinaires à l’acide acétique. La réaction au moyen de l'acide sulfanilique nitreux est toujours négative et la coloration n'apparaît pas.
Il faut par conséquent admettre que l’oxydation de lalcool s’arrête par la méthode de ROSENTHALER-HAMBERSIN au stade aldéhydique, mais cette oxydation n’est que partielle.
Il faut donc un équilibre entre la quantité d’alcoo!l à doser et la dose d’acide sulfanilique mise en réaction. Car si nous avons vu antérieurement que l’oxydation de l’alcool en aldéhyde réduit le corps diazoïque en un corps à noyau benzénique, il ne faut pas oublier que le réactif sulfanilique est par rapport à l’älcool dans l’esprit d'HAMBERSIN en fort excès. Et si l’on traite le diazonium avec de la Soude, il se forme dans ces conditions un Corps à noyau phénolique. Nous avons donc les produits suivants:
C—N = N _ NS - ES + NaOH C— SO'H C H° CH? OH \$ N \ À SOSH — C > C— CH SO'H — C « C—H \ / NK
Entre le diazonium et le corps phénolique il pourrait se réaliser au cours de la saponification un autre colorant, que lon peut théoriquement prévoir par exemple:
__C—SO'H
SOH—C <>» C—N—N ce
OH avec un groupement chromophore en position ortho.
I y aurait dans ce cas deux colorants, qui peuvent se former et induire en erreur. On voit donc que la réaction est consciencieuse seulement dans des limites assez étroites; qu'il faut strictement maintenir, surtout si l’on travaille avec les distillats des urines.
Nous avons finalement essayé de remédier à cet inconvénient en employant en même temps que le Diazoréactif un autre oxydant dans l’idée de transformer ainsi dans toutes les conditions l'alcool présent en aldéhyde, qui seul donne une réaction quantitative. Nous avons essayé à cet effet de l’eau de chlore d’après le mode opératoire suivant:
I. Solution alcoolique TARCC Eau de Chlore L'URCE Agiter pendant une minute.
Ajouter de la Soude 2 Normale à froid 2,5 cc
Agiter encore une minute.
II. Préparer les réactifs d'EHRLICH et mélanger
Diazo I 4 ce Diazo Il 1 ce
III. Mélanger le diazoréactif avec la solution alcoolique chlorée. Agiter et placer au Bain-Marie à + 80° pendant 5 minutes.
Ce procédé ne nous donnait pas de satisfaction. Il en était de même avec de l’eau oxygénée concentrée. (110 Volumes).
Le seul produit qui nous permettait de transformer intéoralement l'alcool et le faisait disparaître avec l’action simultanée du diazoréactif a été la Chloramine T. Ce corps se dissout facilement dans l’alcool (15 parties) et agit d’après SGHIEMANN et Novak (46) comme un oxydant doux. C’est donc grâce à ce réactif, que nous avons constitué notre courbe de dosage au delà de la limite supérieure de 2,5% d'alcool.
Comme la Chloramine T fournit cependant avec certains corps à fonction phénolique des colorations, avec l’hydroquinone, par exemple, on obtient une teinte rouge, nous ne voudrions pas recommander en attendant cette technique.
Nous donnons donc les valeurs dépassant 2,5% d'alcool sur notre graphique sous toute réserve et nous insistons que les dosages de l'alcool urinaire ne peuvent être considérés comme vigoureux, que si l’on travaille dans les conditions données au début de l'exposé de la technique, avec les réactifs de la concentration indiquée par HAMBERSIN et en limitant les taux d’alcool à doser entre 3,5% et 25% d’urine.
Nous avons vu antérieurement que d’après les travaux de NicLoux, de HirscH, de KioNTA et HAUFE l’alcool est en grande partie éliminé, non modifié, dans les urines. Il nous a semblé intéressant d'étudier la relation existant entre la quantité d'alcool absorbée et sa vitesse d'élimination par les urines.
Nous avons soumis à cette épreuve un homme normal et un homme ayant subi une néphrectomie, il y a une dizaine d'année et vivant sous le régime antialcoolique. Nous exprimons ci-dessous dans un tableau nos résultats:
TABLEAU N° V
Sujets en Quantités d’al-
cool absorbés
Temps d'élimination Quantité d'al-
cool dosée
expérience après l'absorption
Homme:
Normal 10 ce 1 heure 0,10 gr %e
» 1Orce 2 heures 0 Néphrectomie 104ec 1 heure 0
> 10 cc 2 heures 0,42 gr %e Normal 25 cc 1 heure 0,21 gr %o
> 25 CC 2 heures 0,24 gr % Néphrectomie 29 CC 1 heure 0
» 25 cc 2 heures 0,92 gr % Normal 50 cc 1 heure 0,56 gr %e
> 50 cc 2 heures 0,62 gr %o Néphrectomie 50 cc 1 heure 1,74 gr %
» 50 cc 2 heures 1,96 gr % Normal FC 1 heure 0,60 gr %
> ToRCe 2 heures 1,25 gr % Néphrectomie TORCE 1 heure 1,96 gr %
> 75 €c 2 heures 1,54 gr %
Nous ne voudrions pas insister ici sur les conclusions physiologiques, qui pourraient être tirées de cette expérience. On remarque cependant que les petites doses d’alcool sont éliminées plus lentement par l’homme vivant avec un rein, tandis que les fortes doses absorbées font apparaître dans ses urines des quantités d’alcool excrété plus rapidement et plus grandes. Mais nous insistons sur ces résultats, puisqu'ils prouvent l'exactitude de la technique de HAMBERSIN pour le dosage de l'alcool urinaire et nous pouvons recommander cette méthode simple et rapide à condition de maintenir les concentrations indiquées et de travailler dans les limites déterminées par nos recherches.
CHAPITRE PREMIER
MICRODOSAGE DE L’HEMOGLOBINE.
GENERALITES SUR L’HEMOGLOBINE.
L’hémoglobine est un colloïde qui peut être obtenu cristallisé. (POLONOVSKI et LESPAGNOL) (47).
Lorsque l’hémoglobine arrive au poumon par le jeu de la respiration, une molécule se combine avec une molécule d'oxygène et se change immédiatement en oxyhémoglobine. L’oxyhémoglobine est un acide beaucoup plus puissant que l’hémoglobine réduite. Agissant sur les bicarbonates, qui se trouvent dans le sang et en forment la réserve alcaline, elle va éliminer ces constituants sous forme de gaz carbonique et d’eau. En même temps se fait une oxyhémoglobine alcaline qui, lorsqu'elle arrive aux tissus se transforme par perte d'oxygène en hémoglobine alcaline, moins acide que l'acide carbonique. Elle va alors céder son sodium à l’acide carbonique qui provient du métabolisme tissulaire, transformer cet acide carbonique en bicarbonate de soude, et se transformer elle-même en hémoglobine réduite. Ce qui fait que, par le jeu de la respiration, le sang perd une molécule de bicarbonate qui est éliminée sous forme de gaz carbonique et d’eau, et par le jeu de la vie des tissus, le sang récupère
sa molécule de bicarbonate et reforme donc sa réserve alcaline.
L’oxyhémoglobine a un pouvoir tampon assez faible vis-à-vis des alcalins, mais lorsqu'il s’agit d’invasion d’ions acides, il s’y opposera le plus efficacement.
Le foie est la grande réserve en fer de l’organisme qui va introduire cet élément dans les molécules des protéides. Mais d’autres organes (la moelle osseuse et la rate) vont intervenir pour élaborer la protéine spécifique, la globine, qui sera nécessaire à l’hémoglobine.
L’hémoglobine est un pigment tétra-pyrrolique, un chromo-protéide. L’hémoglobine est un chromoprotéide abondamment répandu, mais la localisation se fait surtout dans deux groupes différents de cellules, les fibres musculaires d’une part et les globules rouges sanguins de l’autre. Par suite de cette double localisation et de la plus ou moins grande fixité de l’hémoglobine dans celles-ci on a pensé qu’il existait en quelque sorte deux types d’hémoglobines différents, l’un adapté à sa localisation sanguine, hémoglobine vraie, et l’autre à sa localisation dans le muscle, hémoglobine musculaire ou myochrome.
Du point de vue chimique il n’y a pas de différence entre les deux hémoglobines. Elles résultent de l’union du même groupe prosthétique avec une globine identique. Aussi ka différence dans les spectres d’absorption de l’une et de l'autre est minime. J. ROCHE, A. BENDRIHEM ont pu effectuer la synthèse partielle de la méthémoglobine alcaline en unissant (en solution faiblement alcaline) de l’hématine à de la globine. Ils ont obtenu des méthémoglobines alcalines et finalement des oxyhémoglobines spectrométriquement identiques.
Cependant du point de vue biologique il existe des différences de composition ou de structure entre les deux hémosiobines,
D’après J. Camus et PAGNIEz l’hémoglobine musculaire se trouvant en solution dans le sang est éliminée par le rein.
L’hémoglobine sanguine n’est pas éliminée, sauf quand eile atteint la valeur de 2,3%. L’hémoglobine sanguine, seule, nous intéresse pour notre travail. Elle est incluse dans de véritables cellules différenciées, qui sont les hématies ou globules rouges. Du point de vue biochimique le globule rouge peut être considéré comme une véritable éponge humide saturée d’hémoglobine. Son squelette, le stroma, représente 2/10 du poids du globule (à l’état sec), tout le reste, 8/10, appartient à l’hémoglobine.
D’après STRzYZOWSKI(48) la composition des globules rouges peut être schématisée de la façon suivante
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L'analyse de quelques hémoglobines obtenues très pures et parfaitement cristallisées a permis d'établir les formules moléculaires suivantes:
Hémoglobine du cheval: C7 HHS2N24 025 Fe S? (ZINOFFSKY). Hémoglobine du chien: C758 H1203 N1%5 OZ18 Fe S3 (A. JAQUET).
Ces deux exemples suffisent pour nous représenter la grandeur et la complexité de la molécule d'hémoglobine.
D'ailleurs ce pigment sanguin change de propriétés suivant qu’il provient d’un genre d'animal ou d’un autre. Ainsi l’hémoglobine du sang de cobaye, de rat, de cheval, de chien, d’écureuil cristallise facilement, tandisque celle de l’homme, du porc, de la vache cristallise difficilement. Les cristaux des diverses hémoglobines diffèrent entre eux, en ce qu'ils ne se dissolvent pas également bien dans l'eau, et que leur
teneur en fer (0,34 à 0,148%) et en eau de cristallisation est variable. La plupart des hémoglobines cristallisent dans le système rhombique; telles sont celles du cobaye, du rat, du chat, du lion, de l’homme etc, L’hémoglobine de lécureuil par contre cristallise dans le système hexagonal.
A côté de cette variation qui se manifeste d’un genre animal à l’autre, il faut retenir que, selon les dernières recherches, il semble même exister dans l’organisme humain plusieurs hémoglobines. Haurovrrz (49) en a en effet décelé quatre, dont deux présentes simultanément chez l’homme adulte, les deux autres se trouvent chez le fœtus et dans l’anémie pernicieuse. Cette dernière est plus colorée que les autres, quoique renfermant relativement moins de fer.
Il résulte déjà par ces faits la grande diversité et les anomalies observées dans les résultats de dosage de l’hémoslobine.
Ce fait devient encore plus complexe à la suite de l’existence d’un nombre indéfini de méthodes de dosage, basées sur des principes fort différents. Ainsi nous trouvons chez HIRSCHFELD et HirrMaAIR (50), la mention suivante: En 1897 le nombre des méthodes hémoglobinométriques s’élevait déjà à 22.
Actuellement nous distinguons surtout deux catégories de dosages. L’une s’effectue par chromométrie directe de l’hémoglobine tandis que l’autre a recours au dosage précis d’un des éléments constituants de la molécule de l’hémoglobine. Dans cette dernière catégorie on détermine soit le fer, soit l’oxygene.
À propos des méthodes de dosage biochimique du fer, employées le plus souvent dans des recherches scientifiques. nous tenons à mentionner les plus importantes, en renvoyant le lecteur, qui s'intéresse spécialement à cette question, au travail de A. WAGNER (51), où on trouve un exposé détaillé de ce problème.
Les méthodes principales dosant le fer de l’hémoglobine sont celles de:
LAPICQUE (1897), dosage colorimétrique aux sulfocyanures,
BERTRAND (1913), dosage manganimétrique,
FonNTÈS et THivorLe (1923), dosage molybdo-manganimétrique,
WonG (1923), dosage colorimétrique aux sulfocyanures,
FLEURY et MARQUE (1929), dosage molybdo-manganimétrique,
LEAVELL et ELris (1934), dosage colorimétrique à l’acide thioglycolique,
LASAUSSE (1936), dosage iodométrique,
CORDIER et WAGNER (1938), dosage colorimétrique à l'acide phénylpyruvique.
Toutes ces techniques sont cependant rarement utilisées dans les laboratoires cliniques. En hématologie on a recours généralement aux méthodes physiques.
On emploie la spectroscopie dans la méthode de HÉNOCQUE (1883) et de WiLLIAMSON (1916). Mais presque toujours on utilise pour les déterminations cliniques du taux d’hémoglobine la chromométrie. Nous signalons ïci les méthodes de:
TALLQVIST, de HALDANE (52), de SAHI1(53), de NEWCOMER (54), de HALLION et BORRIEN (55), d’AUTENRIETH (56) et de LASAUSSE-POLLÈS (15).
Il faut retenir que les résultats en hémoglobine donnés par les méthodes chromométriques et les méthodes ferrométriques ne concordent pas et étant suffisamment averti, nous avons par la suite établi notre plan de travail en tenant compte de ce fait.
PoLLÈs a essayé de tourner la difficulté en déterminant au préalable le nombre de grammes d’hémoglobine contenu par litre de sang en fonction de la variation de la densité optique. Il prélève 50 mm? de sang, qu'il mélange avec
1,95 cc. d’eau distillée. Par ce mélange le sang s’hémolyse rapidement, donnant une solution colorée, que l’on mesure à l’aide du colorimètre à cellule photoélectrique.
Il faut cependant, comme l’auteur l'indique, tracer au préalable une courbe pour chaque appareil et ceci constitue l'inconvénient de la technique, car il faut partir d’une suspension d’hématies de titre connu en hémoglobine. Si lon emploie dans ce cas un dosage chimique du fer contenu dans l’hémoglobine, les résultats mesurés ensuite ne concordent plus avec le taux d’hémoglobine, comme le prouve le graphique donné par POLLÈS, où nous trouvons deux courbes, lune pour le fer, l’autre représentant le pourcentage en hémoglobine.
Afin d'éviter cet inconvénient nous avons employé la technique de SaHLi et de BürKER, pour préparer nos solutions témoins. Nous avons donc eu recours à une méthode de dosage de l'hémoglobine transformée en hématine acide.
Nous voudrions donc tout d’abord dire quelques mots sur la constitution de l’hémoglobine:
Par une hydrolyse ménagée, on scinde la molécule d’hémoglobine en deux blocs, l’hémochromogène et la globine. Le premier très faible par rapport à l’autre, est un groupement prosthétique tétrapyrrolique ferrugineux, le second est un protide.
L’hémochromogène, qui nous intéresse principalement se transforme par des agents oxydants en hématine. On le prépare par action d’une solution acétique saturée de NaCI, NaBr ou Nal sur l’oxyhémoglobine; on élimine ensuite l’excès des ions halogènes et on obtient des cristaux caractéristiques (cristaux de TEICHMANN). Cette réaction est très connue en médecine légale pour déceler la présence de sang.
Dans cette hématine, le fer est à l’état trivalent: combinée à un groupe prosthétique bien défini, elle donne naissance à un pigment, le cytochrome de KEruiN qui joue un rôle capital dans les oxydations intracellulaires de l’organisme.
On donne actuellement à l’hématine la formule de constitution suivante:
CIS CH — CH? —CO0H COOH— GI —(H? CH
D’après le rendement de l’oxydation, on admet donc que l’hématine est constituée de quatre noyaux pyrroliques.
Au point de vue physiologique on admet aujourd’hui la théorie de Lavoisier. L’oxyhémoglohine est un oxyde, il est labile, car il joue le rôle d’autoxydateur, de transpori et de fixateur d'oxygène; le mécanisme de ces processus est complexe et doit principalement être attribué à l’atome de fer. On peut conclure avec Max JAYLE que l’hémoglobine «représente la fraction organo-métallique d’un système peroxydasique biologique».
Les méthodes de dosage à l’hématine acide.
Les plus importantes méthodes employant l’hématine acide sont celles de SAHLI, d'AUTENRIETH et de NEWCOMER.
La méthode de NEWCOMER s'effectue de la façon suivante: On prépare dans un godet de colorimètre une solution d’acide chlorhydrique, dans laquelle on introduit un volume connu de sang à examiner; on mélange. Dans un autre vodet on place une plaque de verre coloriée que l’on surmonte d’une colonne d’eau distillée, Le verre sert de couleur étalon. Finalement on compare au colorimètre les teintes et on calcule le taux d’hématine par rapport au témoin.
Er
Sanri traite l’oxyhémoglobine avec de lacide chlorhydrique dilué, il obtient du chlorhydrate d’hématine de coloration brune, dont il compare la teinte à un étalon rempli dans des tubes scellés et contenant un liquide d’hématine acide en solution colloïdale stable. On ajoute à la solution de chlorhydrate d’hématine au fur et à mesure de l’eau du robinet jusqu’à ce que l’on obtienne égalité de teinte dans le tube en expérience et les tubes témoins. 6
Le tube pour l'expérience est gradué et porte des chiffres indiquant directement le pourcentage d’hémoglobine. SAHLI a choisi le point de repère indiquant 100% d’hémoglobine de facon à ce que cette valeur ne sera atteinte que très rarement par des hommes robustes et bien portants.
Cependant, vu la variation de la teneur en hémoglobine sanguine de la population d’une contrée à l’autre, ïl est recommandable d'exprimer le résultat indiqué par l’appareil de SAHLI non pas en degrés SAHLI, mais en degrés corrigés. A cet effet il faut pour chaque région déterminer la valeur physiologique moyenne normale pour les hommes sains et les femmes saines.
Nous trouvons par exemple pour l’Alsace une valeur moyenne pour les hommes sains correspondant à 80° Sa1i de notre appareil et pour les femmes celle de 72 degrés SAHLI. Nous sommes par conséquent obligé de tenir compte de ce fait pour l'établissement de la «Valeur globulaire», qui doit être de 1,0 chez les sujets normaux. Il faut donc appliquer le calcul suivant pour transformer les valeurs SAHLI mesurées en valeurs hématimétriques corrigées. Prenons des exemples: Nous mesurons pour un homme une aleur SAHLI — 60, il faut donc poser:
C0 EURE
100 — 80 75: Valeur hématimétrique corrigée.
Pour une femme ayant par exemple 45 degrés SaxLi:
100 « D 62,5: Valeur hématimétrique corrigée.
On voit donc l'importance de cette manipulation, nécessitant la détermination préalable de la valeur physiologique moyenne normale du taux d’hémoglobine des deux sexes _ pour chaque région.
D’autres inconvénients doivent encore être mentionnés ici: Wu (57) a constaté que l’hémoglobine pure, traitée à égale concentration que dans le sang, soit 15 gr. % env., donne une coloration de 20% plus intense que le sang; il y aurait donc influence inhibitrice partielle, provoquée par les albumines ou les éléments minéraux du sang.
L’hémoglobine existe, d’ailleurs, dans le sang en suspension colloïdale et de la sorte l'intensité de la coloration est atténuée par des éléments altérant l’état de la dispersion. Enfin, FERVILLE critique les résultats obtenus sur des sangs d’anémiques.
Malgré toutes ces critiques la méthode de SaHLI et son petit colorimètre sont sûrement actuellement le plus souvent et universellement employés en clinique et des hématologues de la valeur de NAEGELI recommande cette technique.
Aussi BüRKER (59) a-t-il essayé d'améliorer les résultats et de les rendre comparables d’un laboratoire à l’autre, en étalonnant l’appareil de SAHLI à des valeurs d'hémoglobines absolues. Il a établi que le taux d’hémoglobine de la solution témoin et stable, employée actuellement pour l’appareil de Sac correspond à 17,3 gr. d'Oxyhémoglobine et par conséquent est égal à une solution de sang diluée 100 fois.
Un sang, qui donne la valeur de 100 degrés SAHLI, contient donc 17,3 gr. d’hémoglobine dans 100 cc.
En se basant sur les mêmes principes AUTENRIETH à encore modifié la méthode.
La technique présente des avantages remarquables sur les précédentes:
1) Le colorimètre d’AUTENRIETH-HELLIGE peut être employé pour le dosage d’autres éléments chimiques et biologiques. La comparaison des couleurs de deux solutions est plus facilement à apprécier que dans le SAHLI.
— or
2) Les résultats concordent mieux avec ceux donnés par les dosages ferrométriques.
3) La solution témoin, fournie par le fabricant et se trouvant dans le prisme du colorimètre est aussi stable que celle de Sax et elle est établie rationnellement.
4) L'avantage principal réside dans le fait suivant: Les volumes du sang à examiner et du liquide de dilution (HCI N/10) sont toujours constants et la teinte obtenue, grâce à la formation de l’hématine chlorhydratée, sera comparée à celle de la solution témoin contenue dans un prisme mobile, de sorte que l’on peut facilement obtenir légalité des teintes de la solution sanguine et de l’étalon à une épaisseur de couche donnée de ce dernier.
Mode opératoire personnel.
Nous avons choisi dix hommes d’apparence sains et bien portants.
Nous avons examiné leur sang selon les principes de NAEGELI (98) en étudiant la composition hématologique. A cet effet il faut que le sang réponde aux conditions suivantes:
1) Nombre des hématies: entre 4.500.000 et 5.000.000. 2) Morphologie et Chromométrie:
Anisocytose: néant; Microcytose et Poïkilocytose: néant; Hypochromatie: néant.
3) Viscosité du plasma sanguin: 1,7 à 1,9.
Viscosité du sérum sanguin: 1,65 à 1,75.
4) Hémoglobine d’après SaLi: 90 (80° Sa11 pour notre
région).
Nous avons dosé dans ces différents échantillons de sang le fer d’après la méthode de FoNTÈs et THIVOLLE (2), basée sur les principes de microdosage molybdomangani-
métrique. Les valeurs de fer ainsi trouvées variaient dans les limites de 0,0623 à 0,0480 gr. pour cent, mais Ja plupart des sangs montraient un taux de 0,0535 à 0,0565 gr. de fer pour 100 cc de sang, de sorte que nous pouvons établir une moyenne de 0,055 gr. pour cent.
À partir de ces sangs, nous avons préparé de l’oxy-hémaüine en employant la méthode de Hamsik (60), très facilement réalisable dans chaque laboratoire: Nous avons prélevé sur chaque homme 30 cc: de sang. Le sang défibriné a été coagulé à l’aide de l’acétone pure (RHÔNE-POULENC). On centrifuge pour décanter le liquide surnageant et récupérer le précipité. Celui-ci est lavé à plusieurs reprises au moyen d’eau distillée. Puis on lave encore avec de l’acétone pure. On décante et on fait un épuisement au refrigérant à reflux à l’aide d’acétone contenant 2% d’acide oxalique, L’extrait filtré est ensuite précipité au moyen d’une solution concentrée d’acétate de sodium, [’oxyhématine précipite de cette facon, on filtre et on lave le précipité à plusieurs reprises avec de l’eau distillée. Finalement on sèche à l’étuve à + 37°.
La poudre ainsi obtenue nous a servi pour établir nos solutions témoins. Ce produit contenait au dosage par la méthode de FOoNTES et THIVOLLE, un taux de 0,90% de fer en moyenne.
Si nous avons effectivement de l’hématine purifiée, nous pouvons établir le raisonnement suivant:
100 gr. de notre produit contiennent 0,9 gr. de fer; comme nous l’avions constaté, nos sangs étaient à un taux moyen de 0,055 gr. de fer %. Pour obtenir une solution d’'hématine contenant 0,055 gr. de fer, en admettant un poids moléculaire de 633 pour notre produit, il faudrait donc sensiblement une solution de 0,01 gr. d’hématine pour cent pour préparer une solution renfermant la même quantité de fer que nos sangs, dont nous sommes parti.
Nous nous sommes servis d’une solution de:
Hématine préparée par nous: 0,33 gr. (0,1).
Acide acétique cristallisable: 100,00 gr. (30).
Cette solution a été réalisée par chauffage à l’autoclave à + 120° pendant 5 minutes. Nous obtenons ainsi un liquide clair, brun foncé. À partir de cette solution nous avons effectué une série de solutions diluées à concentrations décroissantes. Les solutions contenant 0,059 à 0,061% correspondaient le mieux au degré opacimétrique mesuré à la cellule photoélectrique en comparaison avec nos sangs normaux, traités selon la méthode de SAaHLI-BürKER pour obtenir de l’'hématine chlorhydratée. Si nous calculons le taux en fer de notre solution d’hématine représentant 100% d’hémo-
globine, nous arrivons à l’équation suivante:
0,060 56 =: — 633 EX Lu fer a 0,053 °/
Fixé sur le taux et la concentration à employer en partant de notre hématine préparée directement, nous avons ensuite cherché à trouver un produit stable, facilement trouvable dans le commerce et permettant de préparer des solutions témoins toujours identiques.
Notre choix est tombé sur l’hématine MERCK, préparée d’après MERCK de la façon suivante: «Obtenue en traitant de loxyhémoglobine par un acide (S ou Cl). Dépourvue de propriétés albuminoïdes et renfermant le fer total de la molécule hémoglobinique. Poudre amorphe, noir-bleuâtre, soluble dans les alcalis dilués et les acides, insoluble dans l’eau, l'alcool et l’éther.»
Ce produit correspond d’après le fabricant à l’hémine de MOERNER (61) où à l’'Hématosine de NENCK1 (62) et répond à la formule: C#*H#O5N{Fe. Ce serait donc le produit correspondant à notre formule de constitution développée antérieurement.
Nous avons préparé à l’aide de l’hématine MERGK la solution standard suivante:
Hématine /MERCR RE 2 PRE On O1 gr.
mt ee, _
Nous chauffons à l’autoclave à + 120° pour obtenir la dissolution complète. A partir de cette solution, nous avons préparé les dilutions successives de la façon suivante:
Solution d’hématine acétique ...... TAC GÉVCÉFINEA Dur Code) Er ne 5 gr.
FAURE ANTON RE ce dacc:
Nous obtenons ainsi une solution stable d’hématine, à laquelle nous avons ajouté successivement, chaque fois, 2 ce d’eau distillée, Nous comparons à la cellule photo-électrique chaque fois la nouvelle dilution avec la teinte de notre solution témoin préparée avec notre oxyhématine (HAMsiK).
Nous trouvons des degrés opacimétriques égaux avec la solution contenant:
Solution d’hématine MErRCKk acétique 1 cc.
Giycérine tpureA(Codex)#e 7e. . DROT.
PAU USTITÉCMR ERIC EN QTMENARRRE 30 cc.
Nous avons ainsi une solution d’hématine MERCK contenant sensiblement 0,009 gr. %.
Si nous admettons un poids moléculaire de 650 pour l’hématine MERCK (Chlorhydrate), nous obtenons pour nos régions la composition suivante du sang normal pour l’homme:
HémAaUNmeR nr 0,585 P.M. (650) Ier. EM ECS 0,0504 P. M. (56) FFémmoslobine %: ..0 7. 15,0002 P. M. (166.669)
Nous voyons par conséquent qu’à l’aide de l’hématine MERGK, facilement à obtenir et à composition stable, il est facile de se préparer une solution standard d'hématine.
Celle-ci peut être une fois pour toute étalonnée en comparant avec 4 ou 5 sangs d'hommes normaux, pour étre ramenée à la valeur physiologique moyenne normale de la région locale et servira ensuite continuellement de témoin, soit à l’aide du colorimètre d'AUTENRIETH-HELLIGE, soit à la cellule photo-électrique, comme nous allons maintenant le
décrire.
Etablissement de nos courbes d’étalonnage.
À l’aide de notre solution standard acétique, nous avons préparé des dilutions glycérino-aqueuses à taux progressivement diminuants. Ces solutions à titres d’hématine connus ont été ensuite employées pour déterminer:
1) Au moyen de la cellule photo-électrique (étalonnée à 106 MV. par rapport à l’eau distillée) le degré opacimétrique en MV. correspondant à chaque dilution.
2) Au moyen du colorimètre d'AUTENRIETH-HELLIGE les millimètres indiqués sur l’échelle graduée de lappareil. A cet effet nous avions introduit dans le prisme de l’instrument la solution antérieurement étalonnée, renfermant 0,009% d’hématine MERCK, que nous admettons, comme nos recherches l’avaient prouvé, comme correspondant à 100% d’hémoglobine en Alsace. Dans la cuve à faces parallèles nous avons successivement introduit les solutions diluées et nous avons ainsi pu tracer un graphique indiquant le pourcentage d’hémoglobine, contrôlé à l’aide de dilutions de sang normal.
Nous exprimons dans le tableau suivant ces valeurs:
Tableau N° VI.
Pourcentage
d'oxyhémoglobine : Grammes : d'Hémoglobine dans sur la base
15 gr. —= 100°/, 100 cc de sang
Dilution de la solution standard acétique
Relevé au colorimètre
Dans le graphique ci-joint (N° 4) nous reproduisons la courbe, qui correspond à ces valeurs.
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Graphique N° 4.
Après avoir ainsi étalonné notre prisme standard du colorimètre d’AUTENRIETH-HELLIGE, nous avons pu facilement établir avec les solutions d’hématine MERCK la courbe correspondante pour notre cellule photoélectrique. Nous donnons ci-dessous les valeurs et les degrés opacimétriques ainsi relevés:
Tableau VII.
da de en rire le LACS nues Ts PC électrique : | bine sur la base | d'Hématine Merck DR 00
A A NT ‘ao ie 17525 0 120 0,100 16,5 1/36 18 100 0,090 15,0 1/38,5 24 93 0,084 14,0 1405 27 88,8 0,080 15, 1/44 34 82,2 0,074 1255 1/46 98 78,0 0,070 11,66 1/47 40 75,5 0,068 LES 17/54 48 66,6 0,060 10,0 1/60 54 60,0 0,054 9,0
Le graphique N° 5 représente la courbe qui correspond à ces valeurs et qui permet de lire directement le pourcentage d’hémoglobine d’un sang préparé selon la technique d'AUTENRIETH et dont on a déterminé à la cellule photoélectrique le degré opacimétrique.
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Nous pouvons donc résumer le mode opératoire pour la détermination du taux d’hémoglobine d’un homme de la facon suivante:
Préparer une solution étalon d’hématine:
Hématine MERCKk: 0,009 à 0,010 gr. (en solution acétique).
Glycérine pure: 5 gr.
Eau distillée q.s.p.: 100 cc.
Etalonner cette solution pour déterminer la valeur phy-
siologique moyenne normale de la région, où se trouve le laboratoire.
A cet effet prélever chez dix hommes sains du sang, qui doit répondre aux conditions expérimentales de NAEGELI.
Technique du prélèvement et de la préparation du sang:
Laver la pointe d’un doigt ou d’une oreille du sujet à examiner au moyen d’éther sulfurique.
Effectuer à ce niveau stérilisé une petite piqûre au moyen de l’aiguille de FRANK ou de BENSAUDE.
Préparer une pipette spéciale, jaugée à 1/100; nous utilisons une pipette, dont la partie capillaire contient 20 mm et la partie élargie en ampoule, servant comme mélangeur, contient 2000 mm. Nous obtenons ainsi 2 cc. de liquide, largement suffisant pour nos besoins.
On aspire une goutte de sang dans la pipette jusqu’au trait inférieur (marque 2).
Puis nous remplissons la pipette jusqu’au trait supérieur (marque 202) à l’aide d’acide chlorhydrique N/10.
On ferme les extrémités de la pipette avec deux doigts et on mélange intimement en secouant fortement.
Exactement cinq minutes après le mélange dans la pipette on procède à l'examen colorimétrique en introduisant le liquide de chlorhydrate d’hématine dans la cuve de la cellule photo-électrique ou du colorimètre d’AUTENRIETH.
On détermine la moyenne des degrés opacimétriques des sangs normaux et on ajuste la solution acétique de l’hémaüne MERCK, servant dans l’avenir d’étalon, à ce degré opacimétrique.
Par des dilutions successives de cette solution étalon on établit la courbe hématimétrique donnant alors pour chaque sujet de la région en question les valeurs absolues du taux d’hémoglobine sanguin. )
On voit que cette technique facilite énormément le travail de laboratoire et elle permet d’obtenir des résultats suffisamment exacts et sensibles pour toutes les exigences cliniques. Ces résultats sont exprimés en valeurs absolues, c’est-à-dire corrigées selon les principes de BürKER et par conséquent toujours comparables et identiques d’un laboratoire à l’autre.
Importance pralique du dosage de l'hémoglobine:
Les travaux récents de DUuLiÈRE et ADANT (63) semblent démontrer que: le volume globulaire, la concentration en fer ou en hémoglobine et la capacité de fixer l’oxygène d’un sang, sont des quantités liées entre elles par une relation linéaire du premier degré; autrement dit, il est possible, d’après ces auteurs, de calculer trois de ces facteurs après avoir expérimentalement déterminé l’un d'eux. Les auteurs ont dressé un graphique à ce sujet, qui facilite ce calcul.
Ces grandeurs définissent l’activité d’un sang comme vecteur d'oxygène. L'étude de l’affinité du sang pour loxy- “ène se raménerait donc au dosage de l’hémoglobine physiologiquement active dans l'organisme. On voit donc que la détermination du taux d’hémoglobine, par un microdosage
facile, rapide et cependant exact a un très grand intérêt et donnera des indications autrement importantes que peut le faire la numération seule des globules rouges, que l’on pratique habituellement.
A l’aide de notre technique il est possible de déterminer partout la valeur globulaire exacte d’un sang, c’est-à-dire le rapport entre la grandeur proportionnelle et la charge totale en hémoglobine d’une hématie et ceci grâce à l’emploi d’une solution standard étalon stable et facile à préparer.
CHAPITRE II
Microdosage du Cholesterol sanguin
Généralités sur la Cholestérolémie.
Les cholestérines sont aussi répandues que les corps gras et les lécithines dans l’économie animale. A l’exception des tissus osseux et dentaires, la cholestérine entre dans la composition de tous les organes, bien que l’on ne connaisse pas exactement son rôle. Comme elle fait partie de l’enveloppe des hématies on peut supposer, entre autres, que la cholestérine est une substance qui protège les corpuscules du sang contre l’hémolyse. La présence de la cholestérine dans le sang paraît communiquer au sérum des vertus antihémolvtiques, antitoxiques et bactéricides.
On sait depuis longtemps que le cholestérol est un agent antihémolytique très puissant s’opposant à l’action hémolysante de nombreux composés: saponines, savons, digitonine, hémolvysines de parasites etc. — Dans la plupart des cas, l’action antihémolytique s'explique par la combinaison du cholestérol avec l’agent hémolytique: tel est le cas, par exemple, avec la digitonine, et cette réaction a servi de point de départ à un procédé de dosage très précieux du cholestéroi. Il s'ensuit donc que si le cholestérol est estérifié par un acide gras, il ne peut plus se combiner à l’agent hémolytique et n’a plus aucune action protectrice, c’est ce que certains travaux ont vérifié. — La propriété antihémolytique du cholestérol a été mise à profit au point de vue thérapeutique
dans certaines anémies; son action est surtout marquée dans les anémies pernicieuses de la grossesse (J. CoLL de CARRERA).
Cholestérol et équilibre hydrique: La présence de cholestérol dans les divers organes et humeurs de l'organisme permet à ceux-ci, quoique souvent très riches en lipides non miscibles à l'eau de se laisser imbiber par elle et souvent d'en absorber une quantité considérable, Normalement le plasma ou le sérum sanguin contiennent un taux de cholestérol voisin de 1,70 gr. %e.
Uniformément réparti entre les globules et le plasma à l'état normal, ce composé s'accroît presque uniquement dans le plasma à l'état pathologique; c'est dire que seules les variations de la cholestérolémie plasmatique sont intéressantes.
Variations physiologiques: Les premières sont sous la dépendance du régime alimentaire. Le taux de la cholestérolémie est d'autant plus accusé chez une espèce anormale que son régime alimentaire moyen comporte une plus grande quantité de cholestérol ou de graisse (A. GRIGAUT). On sait que c’est le régime carné qui est le plus riche en ces composés, il n'est done pas étonnant de noter que la cholestérolémie soit plus élevée chez les carnivores que chez les herbivores, Chez l'homme, la cholestérolémie est aussi sous l'influence du régime, mais il faut admettre pourtant l’existence des facteurs individuels troublant cette règle. — L'état eravidique et puérpéral est aussi une cause de variations de la cholestérolémie. Le taux de celle-ci croît en général dans les trois premiers mois, puis subit une baisse appréciable pouvant aller jusqu'à des taux nettement inférieurs à la normale et enfin du sixième mois jusqu'au terme, ne cesse de croitre pour atteindre souvent des taux de quatre grammes par litre. Dés l'accouchement lhypercholestérolémie cesse et le retour à la normale se fait plus ou moins vite selon les cas.
Variations pathologiques — Infection: Dans l'infection légère le taux de la cholestérolémie est peu ou pas modifié. Dans linfection movenne: hypocholestérolémie existe à la
période d’état, hypercholestérolémie est de règle à la convaléscence. Dans l'infection très grave ou prolongée, la cholestérolémie s’abaisse considérablement (tuberculose par ex.), pour revenir ensuite à la normale, mais sans présenter son ascension secondaire (A. GRIGAUT).
Néphrites urémigènes: Inexistante dans les néphrites aigués, l’hypercholestérolémie est la règle dans les néphrites chroniques et son taux peut atteindre 15 gr. #%. Au fur et à mesure que la maladie évolue et donc que l’urée du sang augmente, la cholestérolémie diminue, d’où valeur pronostique assez fâcheuse de l’absence d’hypercholestérolémie chez les azotémiques.
Lésions hépatiques: L’élévation du cholestérol sanguin est de régle dans les états qui s’accompagnent de troubles de la sécrétion biliaire, ictère catarrhal, ictère par rétention, dans tous les cas de lithiase biliaire en général; le diabète et la goutte sont aussi des maladies s’accompagnant d’hypercholestérolémie.
Nous donnons ci-dessous un résumé des différentes techniques utilisées dans les laboratoires pour doser le cholestérol. Nous avons puisé ces matières dans lPexcellent travail de P. PESQUIER (64).
Les diverses méthodes de dosage du cholestérol.
Deux méthodes principales existent, dont sont dérivées beaucoup d’autres: 1° les méthodes basées sur la colorimétrie et principalement sur la réaction verte de LiEBERMANN; 20 les méthodes basées sur la pesée d’un précipité, complexe insoluble digitonine-cholestérol, encore assez mal défini. Notre étude critique se portera sur la précision des méthodes et sur les quantités de sang qu’elles nécessitent.
Dosage du cholestérol total. — Les méthodes les plus courantes utilisent la réaction de LIEBERMANN; la plus connue est celle indiquée par GRIGAUT en 1913 (65). 3Loor, en 1916 (66) publie une méthode, qui modifie celle de GriGauT au point de vue extraction en la
rendant meilleure; cette méthode est, de toutes, celle qui donne les chiffres les plus élevés de cholestérol sanguin. LAURENT-GÉRARD, en 1928 (67) améliore le rendement de la méthode de GRIGAUT, en opérant au colorimètre et en utilisant un écran rouge N°70. GRUSZEWSKA et ROUSSEL(68) modifient la méthode de GRIGAUT, le temps de contact entre l'alcool sodé et le sang est prolongé; ils utilisent des tubes identiques en verre blanc, qu’ils laissent trente minutes à l'obscurité pour obtenir des teintes comparables; ils opèrent un double dosage, l’un approximatif, l’autre plus précis servant de contrôle; la comparaison des tubes colorés est faite avec une boîte à deux fentes, genre kaléidoscope. MACHEBŒUF et SANDOR, en 1933 (69), montrent que la méthode de GRIGAUT comporte des causes d’erreur; le temps de contact est important, et la concentration optima en alcool de 60°. GRIGAUT, en 1935 (70), relève cette critique et montre que sa méthode atteint bien le degré d’alcool voulu.
D’autres méthodes de coloration ont été utilisées. COQUE- LET et Bi“wWoop, en 1927 (71), utilisent la réaction furfurol sulfurique, très sensible, qui leur donne les mêmes chiffres que la réaction de LIEBERMANN et la méthode de BLooR; de plus, ce dosage utilise de faibles quantités de sérum. NIKOLAÏEFF et KRASTELEWSKY proposent, en 1929, d'utiliser la réaction de SALKOWSKY, dans laquelle se forme un éther sulfurique du cholestérol, isolé par eux (72). Doris ABRAMSOHN (73) met au point ce procédé et obtient une phase colorée stable de 20 à 40 minutes.
La méthode par pesée, à la digitonine, semblerait préférable aux méthodes colorimétriques. Cependant il faut noter que cette méthode réclame, pour avoir de bons résultats un minimum de 10 centimètres cubes de sérum par dosage. Winpaus, en 1910, donne la première méthode rigoureuse de dosage par la digitonine (74). Celle-ci subit par la suite des modifications nombreuses. En 1920, FEx (75) introduit une amélioration qui permet d’extraire tout le cholestérol sous forme d’ester oléique; ceci lui facilite le dosage du cholestérol libre et des esters. LEMELAND, en 1921 et 1923 (76), apporte à son tour quelques modifications à la méthode de WiNDAUS, surtout au point de vue des extractions.
CAMINADE (77), en 1922, rend la méthode de WINDAUS vraiment quantitative en se plaçant dans un milieu où le précipité de cholestérol-digitonine est rigoureusement insoluble: c'est le mélange eau-alcool-acétone. Toutes les méthodes ci-dessus utilisent 20 à 30 centimètres cubes de sérum; elles sont donc peu pratiques pour des dosages comparatifs. SZENT-GEORGYI, en 1923 (78 et 79), donne une micro-méthode, permettant d'opérer sur de petites quantités de sang, et utilisant, soit une microbalance, soit l’oxydation par un mélange chromosulfurique; il opère sur 1 centimètre cube de sang. Dam, en 1929 (80), conseille de laver le précipité avec une solution saturée de complexe digitonine-cholestérol; il est préférable, en outre, d'établir les résultats d’après une courbe étalon dressée à l’avance, au lieu d'utiliser le coefficient fixé à 0,2431; de plus, la saponification rendrait le cholestérol en partie non précipitable par la digitonine. RUTH OKEY, en 1931 (81), donne une autre méthode, basée sur l’oxydation du complexe digitonine-cholestérol par le bichromate de potasse dans un milieu spécial; elle fait remarquer aussi que la saponification rend le cholestérol inapte à se combiner à la digitonine. Yasup4, en 1932 (82) transforme la méthode d’OKEy en micro-dosage; il saponifie, comme FEX, les esters avec l’éthylate de sodium; sa méthode donne cependant des chiffres inférieurs de 15% à celle de GRIGAUT; TURNER, en 1932 (83), simplifie la méthode de précipitation, en remplaçant les filtrations par des centrifugations, et en reprenant ensuite par la méthode d’OKey. GoFFINET el REDING, en 1935 (84) dosent le cholestérol libre par la digitonine, d’après CAMINADE, après extraction à l’acétone; comparant les diverses méthodes de SZENT- GEorGvyi, OKEY et YASUDA, ils en concluent que celles-ci sont hasardeuses et donnent des résultats incertains; 20 centimètres cubes de sérum sont nécessaires, pour éviter les pertes par solubilité et apporter une précision suffisante. L’appliquant au cholestérol total (85), les mêmes auteurs extraient à l’acétone et rejettent les purifications de KumaAGawa et de LEMELAND, comme inutiles; 10 centimèt:
cubes de sérum sont nécessaires d’après eux pour obtenir un
bon résultat.
D’autres méthodes ont été encore préconisées. SURAYII en 1927 (86), titre le cholestérol par floculation à l’eau distillée, après extraction dans l’éther de pétrole, puis dans le xylol; la méthode semble peu précise. Plus récemment, CHARONNAT, en 1935 et 1936 (87), est frappé par le fait que la soude extrait tout le cholestérol du sang; il recherche les coefficients d’extractibilité de celui-ci, et en arrive, en étudiant les solvants, à conclure que seul le méthylal extrait 100% du cholestérol; l’oléate de soude permet également une extraction complète.
Séparation du cholestérol libre et estérifié. — Les premières méthodes utilisées sont celles de Winpaus (74) et de CAMINADE (77) à la digitonine, par pesée. KumMAGAwaA (88), en 1908, utilise déjà la digitonine. LAUDAT et GRIMBERT (89) précipitent le cholestérol par la méthode de Winpaus. Ces méthodes sont longues et nécessitent de fortes quantités de sérum (20 cm°). GRiGAUT, en 1933 (90) dose le cholestérol total et estérifié par colorimétrie, sur 2 centimètres cubes de sérum, en se débarrassant par précipitation du cholestérol libre avec la digitonine, dans le solvant A.E.A. de CAMINADE. VELLUZ (91), en 1933, dose également le cholestérol total et le cholestérol estérifié, par la méthode de BLoor, modifiée par lui, en précipitant le cholestérol libre par la digitonine.
KANNER avait proposé, en 1931 et 1933(92, 93), de doser le cholestérol libre par simple extraction à froid par l’éther de pétrole, sans précipitation; le cholestérol libre serait seul et totalement dissous; GRIGAUT(94) a montré que cette méthode n’avait rien d’absolu et qu’il y avait aussi dissolution d’une petite quantité de cholestérol estérifié.
Nous tenons à rapporter ici un tableau de BürGER (95) exprimant d’une façon très instructive la valeur des différentes méthodes actuellement employées pour doser la cholestérolémie. On voit donc combien les résultats obtenus au moyen des différentes techniques sont variables et combien la comparaison du taux de cholestérol sanguin est difficile chez un homme, dont les analyses sont effectuées dans deux laboratoires différents.
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Comme nous l’avons mentionné, le sang contient à la fois de la cholestérine libre et des esters du cholestérol. En général le rapport entre le cholestérol libre et le cholestérol total est de 1 sur 2 Pour calculer le cholestérol libéré des esters cholestériniques, il faudrait employer les indices suivants:
Ester palmitique du cholestérol: Indice: 1,617. Ester stéarique du cholestérol: > 1,689.
Ester oléique du cholestérol: » 1,684.
On ne connaît cependant pas dans la plupart des cas le radical acide des esters présents, il faut donc utiliser, pour calculer le cholestérol libéré des esters, un indice moyen: 1.663.
Les méthodes, les plus souvent employées en France sont celles de GRIGAUT, de BLOOR ou dé BLooR-VELLUZ et celles de Winpaus où de WINDAUS-CAMINADE. En Allemagne on utilise beaucoup actuellement la méthode de MüHLBOCK et KAUFMANN (96).
Nous donnons maintenant la description de la technique que nous avons employée et qui nous a donné des résultats constants et très satisfaisants. Comme nous allons voir cette méthode permet une extraction plus rationnelle de la totalité du cholestérol que la technique de GRIGAUT et les résultats se rapprochent le plus de ceux dus aux méthodes gravimétriques de WaiNpaus et de CAMINADE, sans toutefois atteindre les concentrations fortes supérieures.
Nous n'avons pas eu recours à l'emploi de la digitonine, comme la plupart des méthodes le font actuellement. Les raisons qui nous ont guidé pour cette décision sont de nature multiple. Pour les dosages cliniques la méthode de WiNpAUS et ses modifications demandent un temps d’exécution trop long. On sait que la précipitation quantitative du complexe «digitonine-cholestérols ne s'effectue pas instantanément, il faut laisser reposer le précipité et le solvant environ 2{ heures.
Le précipité final doit être séché, le temps de 10 à 15 minutes à la température de 100 à 110° indiqué dans la technique initiale, n’est pas suffisant. Il faut souvent une à deux heures de séjour à la température indiquée pour obtenir aux pesées répétées des résultats constants.
Nous voyons donc que le temps nécessaire pour fournir à la clinique le résultat de la cholestérolémie est trop long; en plus les manipulations sont très délicates et demandent trop de soins et de temps pour le laboratoire spécialisé en analyses médicales.
D'autre part, on peut objecter à la méthode de WinpaAus plusieurs inconvénients au point de vue chimique. CAMINADE a constaté que le complexe «digitonine-cholestérol» n’était pas absolument insoluble dans l'alcool ‘à 90° comme WINDAUS l’admettait, (Cet inconvénient occasionne des erreurs allant jusqu’à 30%. Pour cette raison, CAMINADE a abandonné l'alcool employé comme solvant de l’insaponifiable total et de la digitonine et il l’a remplacé par un mélange «acétone-eau-alcoo!l absolu».
Cependant comme CUEnI (97) l’a montré et comme nous avons pu le vérifier, on n’arrive pas par ce changement de solvant à améliorer la technique. Au contraire si l’on risque par la méthode initiale de Winpaus de perdre des corps dosables et d'obtenir ainsi des résultats pondéraux trop faibles, on tombe par la technique modifiée de CAMINADE dans l’opposé du problème et les résultats pèchent par l’excès. Le solvant de CAMINADE précipite non seulement le complexe «digitonine-cholestérol», mais très souvent un excès de digitonine seule précipite en même temps et de cette facon le poids finalement déterminé est trop
élevé.
Pour toutes ces raisons nous n’avons pas employé la méthode de Winbaus. Nous avons déja antérieurement exposé les objections que l’on fait à la méthode de GRIGAUT et c’est pour ces raisons que nous n'avons pas appliqué cette technique pour nos recherches,
Nous avons donc employé une méthode élaborée par J. MEYER, qui nous a donné au cours de nos essais préliminaires des résultats très satisfaisants et qui a l’avantage de permettre l'emploi de petites doses de sérum ou de plasma; le mode opératoire et les manipulations sont peu compliqués, ne demandent pas une surveillance trop rigoureuse et fournissent les résultats dans un temps relativement court. Le dosage colorimétrique est effectué au moyen de la méthode de LIEBERMANN.
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Méthode de dosage du Cholestérol total.
Nous utilisons pratiquement 2 cc. de sérum ou mieux de plasma, mais on peut aussi travailler à l’aide de 0,2 cc. de plasma tout en obtenant des résultats corrects. Dans ce cas il faut tenir compte de la dilution au moment où on effectue la réaction de LIEBERMANN.
Le sérum ou plasma est introduit dans un grand tube de centrifugation (30 cc.). On y ajoute lentement 3 cc. d’alcool à 95° et 1 cc. d’éther sulfurique. On agite bien et on complète avec 0,5 cc. de Soude N.
On adapte le tube de centrifugation à un réfrigérant de LieBiG fixé verticalement, de sorte que l’on obtient un appareil de distillation à reflux. On place ce dispositif dans un Bain-Marie ou sur un bain de sable électrique et on chauffe pendant 30 minutes.
On réalise ainsi une saponification et une extraction complète du cholestérol, qui passe dans le mélange éthéroalcoolique. On laisse refroidir, puis on centrifuge fortement.
On décante le liquide éthéro-alcoolique dans un autre tube de centrifugation.
On lave le dépôt resté dans le premier tube de centrifugation à deux reprises avec chaque fois 4 ce. d’alcool. On centrifuge chaque fois et on réunit les liquides de lavage
au liquide éthéro-alcoolique conservé dans le second tube de centrifugation.
Acidifier ensuite le liquide éthéro-alcoolique au moyen de l’acide phosphorique 3 N, d'habitude nous employons 0,5 cc. d'H3POA, 3 N. (Vérifier au tournesol que le milieu est devenu acide.). Il se forme un nouveau précipité de l’insaponifiable X.
On centrifuge et on décante le liquide acide dans une capsule d'évaporation en verre Pyrex. On lave le dépôt resté dans le second tube de centrifugation avec 2 fois 2 cc. d’éther de pétrole sec. On centrifuge et on réunit l’éther de pétrole au liquide acide dans la capsule d’évaporation.
On évapore ensuite les solvants éthéro-alcooliques au vide (ou au B.-M. électrique). On reprend le résidu dans 8 cc. d’éther de pétrole anhydre, que l’on ajoute à deux reprises de chaque fois 4 cc. en transvasant et en réunissant l’éther de pétrole dans une seconde capsule d’évaporation. Finalement on place celle-ci au vide pour opérer l’évaporation.
Puis on pratique la réaction de LIEBERMANN sur le résidu sec constitué par le cholestérol total de 2 ce. de plasma ou de sérum.
On reprend le résidu au moyen de 5 cc. de chloroforme, que l’on introduit en deux fractions et en agitant bien pour solubiliser la totalité du cholestérol. On introduit les solutions chloroformiques dans une éprouvette. On y ajoute 2 cc. exactement mesurés d’anhydride acétique pur et, ensuite cinq gouttes d'acide sulfurique pur concentré (D — 1,84). Ces gouttes sont mesurées toujours avec le même compte-goutte. On mélange le tout et on place aussitôt en
chambre noire pendant 30 minutes. Au bout de ce temps on la cellule photoëélec-
effectue la mesure colorimétrique à
trique.
Préparation de la solution témoin et établissement de la courbe d’étalonnage.
Nous avons préparé une solution chloroformique contenant exactement 10 pour 1000 de cholestérol. Le produit employé nous a été fourni par la Maison MERCK, comme cholestérol de jaunes d'œuf; nous l’avons préalablement purifié par des épuisements à l’eau distillée fortement alcalinisée par de l’ammoniaque, puis par des cristallisations répétées dans l'alcool bouillant.
A partir de la solution chloroformique de 10 pour 1000, nous avons ensuite préparé une gamme de solutions progressivement plus diluées, allant jusqu’à 0,75 gr. % de cholestérine. Puis nous avons employé de chaque solution 2 cc., que nous avons introduits dans un grand tube de centrifugation (30 cc), nous avons procédé à l’évaporation du chloroforme. Le résidu est ensuite repris par:
Alcool à 95° RICE.
Ether sulfurique: 1 cc.
NaOH, N US CC:
On passe à la saponification à l’appareil de distillation à reflux, comme nous l’avons précédemment exposé. Toutes ces solutions cholestéroliques sont donc soumises au même traitement que le plasma sanguin. Finalement on évapore l’éther de pétrole et on reprend le résidu cholestérolique par le chloroforme pour effectuer la réaction de LIEBERMANN, selon le procédé déjà indiqué.
Ces solutions colorées témoins sont examinées après 30 minutes de séjour à l'obscurité au moyen de la Cellule photoélectrique étalonnée au préalable à 100 M. V. pour l’eau distillée. Nous avons ainsi établi le graphique N° 6, que nous donnons ci-contre et qui correspond aux valeurs portées dans le tableau suivant:
rRGLES « 8'0 nm EG = “ »S'+
AOC SR UC 0: 09 % 9 N° 1031531049 :
Graphique N° 6.
Tableau N° VIII.
Degrés opacimétriques pour le dosage du cholestérol.
Cholestérol Degré Opacimétrique
gr. pour 1000 Mav:
La courbe ainsi obtenue indique donc directement la quantité de cholestérol contenue dans 1000 ec. de liquide en fonction de la densité optique, si l’on met 2 cc. de liquide cholestérolifère à l’épreuve.
Nous y avons mesuré et indiqué le taux de 1,54 gr. pour 1000 de cholestérol, parce que cette valeur correspond au degré opacimétrique de 53 M. V. égale à celle de notre écran vert standard.
On peut naturellement pour contrôler plus tard la courbe par rapport à la puissance de la cellule photoélectrique et pour éviter l'emploi d’une liqueur titrée de cholestérol aussi déterminer des points de repaire à l’aide de solutions titrées colorées stables et étalonnées, telles que les
solutions de «vert de naphtol B» à 0,005 pour 100 (Myers et WARDELL) ou de «chlorure de nickel» à 25 pour 100 (CANALS et CHABANNES) (98).
KHALYL recommande la solution suivante dont la teinte correspond mieux à celle donnée par la réaction de LIEBERMANN:
Solution saturée de Nitrate de nickel ONCE
Chlorure ferrique officinal Lrnec.
(solution 30%, D — 1,26)
Solution de bleu de méthylène à 1% 2,5 cc.
Eau distillée 28,0 cc.
Ce mélange peut être conservé assez longtemps sans altération.
Nous voyons que cette courbe donne des résultats suffisamment exacts et précis dans les limites de 1,50 à 3,5 pour 1000 de cholestérol. Si on travaille avec du plasma ou un autre liquide plus concentré, il faut par exemple partir avec 1 cc. de prélèvement et multiplier finalement le résultat lu sur le graphique, par deux. Inversement si l’on a affaire à une hypocholestérolémie ou une solution très diluée de cholestérol, il faut proportionnellement augmenter la quantité de liquide de départ et diviser ensuite la valeur indiquée sur la courbe par le quotient correspondant.
Méthode de dosage du Cholestérol libre:
Nous exposons ci-dessous une méthode de dosage du cholestérol libre, que nous avons élaborée avec J. MEyER. Nous donnons cependant cette technique, en attendant, sous toute réserve, car les expériences, pour expliquer définitivement les réactions, permettant seules d’affirmer avec certitude que nous y dosons la fraction de cholestérol libre correspondant à celle déterminable par la méthode de WinpaUs (précipitation du complexe <«digitonine-cholestérol») ne sont pas encore closes. Nous procédons donc de la façon suivante:
On introduit 2 cc. de plasma ou de sérum dans un grand tube de centrifugation (30 cc.), puis on y ajoute lentement 4 ec. d'alcool à 95°, on mélange bien et on y introduit immédiatement 0,5 cc. d'acide phosphorique en solution moléculaire (3/1 normale).
On relie le tube de centrifugation au réfrigérant de LiEBIG monté en appareil de distillation à reflux. On chauffe au Bain-Marie ou au Bain de sable électrique pendant 30 minutes. Puis on centrifuge le tube après l’avoir laissé se refroidir. On décante le liquide alcoolique dans une capsule d’évaporation en verre PYREx.
On lave le résidu resté dans le tube à centrifugation avec 4 cc. d’alcool à 95°. On centrifuge et on réunit finalement les deux liquides alcooliques dans la capsule d’évaporation et on évapore au vide.
Sur le résidu on pratique la réaction de LIEBERMANN en le dissolvant tout d’abord dans 5 cc. de chloroforme ajouté par fractions. On réunit les solutions chloroformiques dans une éprouvette, et on y ajoute, comme antérieurement, 2 cc. d'anhydrique acétique et 5 gouttes d’acide sulfurique concentré. On porte à l'obscurité pendant 30 minutes et on mesure l’opacité de la solution à la cellule photo-électrique; le nombre de degrés opacimétriques en M. V. indique sur la courbe précédente directement la quantité de cholestérol libre contenue dans 1000 cc. de plasma.
Il peut arriver que la solution verte obtenue par la réaction de LIEBERMANX est légèrement troublée. Il faut alors filtrer sur un filtre sec, pour obtenir un liquide absolument limpide. Cette manipulation ne présente aucun inconvénient, car le colorant vert n’est pas adsorbé par le papier filtre. Il faut absolument travailler à l’aide de solution ne présentant aucun louche, pour éviter des erreurs dues à la mesure néphélométrique.
Nous avons contrôlé les résultats obtenus à l’aide de cette technique avec ceux de la méthode de WiNpAUSs et nous avons pu constater une concordance assez parfaite, si l’on a affaire
à des cholestérolémies normales, c’est-à-dire dans tous les cas où le cholestérol total du plasma se cite à des taux entre 1,50 et 1,85 gr. pour 1000 et à des taux de cholestérol libre correspondant sensiblement à 50% du cholestérol total. D’autre part nous avons encore obtenu des résultats sensiblement analogues avec les deux méthodes pour des hypercholestérolémies dosant jusqu’à 2,30 gr. pour 1000 de cholestérol total et présentant un déséquilibre du rapport
cholestérol libre / cholestérol total="1/1:65.
Au delà de ces limites nous ne pouvons pas confirmer une concordance suffissante entre les valeurs des deux méthodes.
Nous avons d’autre part essayé de contrôler l’exactitude de notre méthode de dosage du cholestérol libre en procédant de la façon suivante: on précipite la solution alcoolique obtenue par l’extraction du plasma à l’aide d’une solution alcoolique de digitonine à 0,5%. Celle-ci forme avec le cholestérol libre la combinaison équimoléculaire insoluble dans une solution hydro-alcoolique. On filtre et on obtient dans le filtrat le cholestérol estérifié. On évapore le filtrat dans un grand tube de centrifugation. Le résidu est ensuite traité au moyen de 4 cc. d'alcool à 95° additionnés de 0,5 cc. d'acide phosphorique N3, pendant 30 minutes au réfrigérant à reflux. On continue ensuite la manipulation comme nous l’avons antérieurement exposée.
Les solutions acides alcooliques traitées une seconde fois par la digitonine ne donnent aucun précipité, ce qui prouve l’absence de cholestérol libre.
Si on pratique par contre sur les résidus du filtrat acide alcoolique une saponification par addition de:
3 ce. d'alcool à 95°,
1 cc. d’éther sulfurique,
2 cc. de soude normale, et on transvase dans une ampoule à dé ‘antation; on épuise par de l’éther de pétrole. On évapore l’éther de pétrole, on
reprend le résidu par la solution de CAMINADE (Acétone- Alcool-Eau) et on y ajoute 5 ce. de solution de digitonine à
0,5%, une nouvelle précipitation du complexe «digitoninecholestérol» s'effectue immédiatement. Ceci prouve que le filtrat acide alcoolique contenait encore du cholestérol estérifié, qui n’a pas été modifié par l’action de l’acide phosphorique à chaud.
Il paraît donc qu'aucune réaction de saponification ne se produit au cours de notre technique. Pour être affirmatif, il faudrait cependant pratiquer des recherches à l’aide de cholestérol synthétiquement estérifié et connaissant alors le poids exact de la substance pure mise en œuvre, on pourra contrôler l’exactitude et les limites expérimentales de notre mode opératoire. Ces recherches dépassaient le cadre de notre travail, mais nous tenons à signaler le fait constaté par nous et nous espérons que des travaux futurs permettront d’éclaircir ce problème.
Nous croyons cependant pouvoir affirmer que pour l'analyse clinique notre technique de dosage du cholestérol libre donnera des résultats suffisamment exacts et répondra par sa simplicité et par ses avantages économiques à un besoin déjà longtemps exprimé par les biologistes pratiquants.
Nous donnons ci-dessous un tableau synoptique de nos deux méthodes, permettant de suivre plus facilement la marche et les différentes phases de nos manipulations:
Tableau N° IX.
Résumé des techniques de dosage du:
Cholestérol total | Cholestérol libre
Plasma ou Sérum .. 2 cc. Plasma ou Sérum .. 2 ce. Alcool :à,95°.:%.:...: 3. CC. AlCQOlT Aa gen, 4 cc. Ether sulfurique 1ACC: HÉDOLNS/1e ee 0 Sc NAOEESNT 2. ee, 0,5 cc.
Porter dans un grand tube de centrifugation (30 cc.).
Chauffer à l’appareil de distillation à reflux pendant 30 minutes.
Décanter le liquide alcoolique et laver le dépôt avec 4 cc. d’alcool!l à 95°,
Réunir les liquides alcooliques.
Ajouter au liquide alcoo- Evaporer au vide les lilique contenu dans un quides alcooliques contube centrifugeur: tenus dans une capsule HAPOPANrS dE eUDTCC: d’évaporation.
Centrifuger et décanter le liquide acide. Laver le dépôt avec 2X2 cc.
d’éther de pétrole sec.
Réunir les liquides d’extraction.
Evaporer les solvani(s éthéro-alcooliques.
Reprendre le résidu avec 2X4 cc. d’éther de pétrole anhydre, que l’on réunit dans une capsule d’évaporation.
Pratiquer sur le résidu la réaction de LIEBER- MANN.
Dissoudre le résidu dans 5 ce. de chloroforme, ajoutés en deux fractions.
Ajoutez-y: Anhydride acétique pur: 2 cc.
Acide sulfurique conc.: 5 gouttes.
Placer à l’obscurité pendant 30 minutes.
Examiner à la cellule photo-électrique.
Les degrés opacimétriques déterminés, indiqués en ordonnée sur le graphique, donnent directement la quantité de cholestérol en grammes pour mille, indiqués en abscisse, en partant de 2 cc. de liquide cholestérolique.
Nous croyons avoir ainsi fourni une méthode de dosage des Cholestérolémies suffisamment exacte pour la clinique et en pratique facilement réalisable. Nous espérons que des essais ultérieurs confirmeront l'exactitude de notre technique nouvelle pour le dosage du cholestérol libre.
CHAPITRE III
Microdosage de la Bilirubine
Généralités sur la Bilirubinémie.
Lorsque pour une raison ou pour une autre (imperméabilité rénale, production exagérée de bilirubine etc.) les pigments biliaires s’accumulent dans le sang, on a un syndrome particulier: l’ictère, caractérisé par une teinte jaune de la peau et causé par l’accumulation de bilirubine dans le sang. L’ictère ou l’hyperbilirubinémie, s'accompagne en général de bilirubinurie d’où la très grande importance de la recherche de la présence de bilirubine dans les urines.
La bilirubine dérive chimiquement de l’hémoglobine. Les expériences physiologiques montrent également la dérivation hémoglobinique de la bilirubine (linjection d’hémogslobine dans les veines provoque de la bilirubinurie et l’augmentation de bilirubine dans la bile). — On sait depuis longtemps que le foie forme de la bile, mais d'autre part des observations nombreuses montrent que ce n’est pas le seul organe capable de fabriquer les pigments biliaires. Sans parler de l’origine hématique des cristaux d’hématoidine dans les vieux extravasats sanguins, il est bien évident que dans toute collection sanguine laissée à elle-même il se fait des pigments biliaires. Si normalement le foie n’est pas le seul organe sécréteur de pigments biliaires, c’est le seul organe excréteur.
HiJMANS VAN DEN BERGH (99) à le grand mérite d’avoir prouvé expérimentalement que la bilirubine constitue un
élément normal du sang humain. C’est lui qui utilisa pour la première fois la diazo-réaction découverte par Paul Exr- LICH pour l'identification de la bilirubine dans le sérum humain. Il montra qu’à l’aide de l’acide sulfanilique diazoté on pouvait doser ce pigment du sérum avec suffisamment de précision pour la clinique. Plus tard le même auteur a trouvé que la bilirubine du sérum répond différemment à la diazo-réaction. On distingue actuellement une bilirubine se combinant directement par addition du diazonium au sérum et une autre bilirubine à réaction indirecte, qui ne présente de diazo-réaction qu'après extraction préalable du sérum par l’alcool.
D’autres propriétés différencient ces deux formes. La bilirubine à action directe est bien plus fortement absorbée après la précipitation par l’alcool par le précipité de l’albumine que celle à action indirecte, elle se transforme plus facilement par oxydation en biliverdine et passe plus facilement dans l'urine. Ces différences de propriétés ont fait naître de nombreuses hypothèses sur ces deux formes de bilirubine. Par manque de place, nous ne parlerons pas ici des nombreuses publications qui traitent de cette question. Jusqu'à présent, l'explication définitive rendant compte de tous les faits manque encore. En résumé, il existe deux possibilités: 1° la différence entre les deux formes de bilirubine est déterminée par le milieu {formation de sels, combinaisons avec les albumines par adsorption, etc) : 2° la différence réside dans le substratum, c’est-à-dire dans la molécule de bilirubine. Cette dernière question peut être résolue par la détermination précise du spectre quantitatif de l’azo-pigment des deux formes de la bilirubine. Des modifications de la molécule de bilirubine occasionnent, même si elles sont faibles, des différences susceptibles d’être décelées par des mesures quantitatives dans les phénomènes d’absorption.
Au spectroscope les pigments biliaires vrais donnent une absorption complète du spectre dans toute sa partie droite, depuis la raie F, c’est-à-dire pour tout le bleu et le violet.
La recherche chimique des pigments biliaires s'effectue encore par un grand nombre d’autres techniques. Nous ne
io
mentionnons que la méthode de GILBERT, HERSCHER et POSTERNACK, basée sur les observations de HAyEM: Si l’on superpose du sérum à l’acide nitrique, il se forme un anneau de précipitation protidique au niveau du contact des deux liquides. Le sérum contenant de la bilirubine donne une zone inférieure à liséré bleuâtre et à reflets verts.
La méthode de FoucHET, beaucoup employée en France repose sur le fait suivant: Le système Perchlorure de fer acide (acide trichloracétique) produit une réaction d’oxydation de la bilirubine, s’effectuant avec une grande rapidité et un maximum d'intensité.
La technique de CHABROL, CHARONNAT et Busson (100) utilise la transformation en milieu acide, de la bilirubine en biliverdine par un oxydant, l’eau oxygénée. Pour empêcher la précipitation des albumines le milieu est additionné d’une forte quantité d’acide phosphorique. On compare à un étalon constitué par une solution titrée de sulfate de nickel ou mieux: de sulfate de nickel à 5% — 100 ec. + bichromate détpotasse 259700 —"<0,5"Cc.
FIESSINGER et WALTER composent l’étalon par le mélange des solutions de bichromate et d’orangé.
CHirAY, LEBON et MICHOLEVITCH indiquent une technique dérivée de la méthode cholémimétrique de GILBERT et
HERSCHER
HiMANSs VAN DEN BERGH emploie comme liquide témoin une solution titrée de bilirubine à 5 mg. pour 100 cc. de chloroforme. Pour des raisons économiques l’auteur a plus tard recommandé, non pas à l’avantage de sa méthode, une solution éthérée de sulfocyanure ferrique.
Comme cette coloration rouge ne se prête guère pour les dosages colorimétriques, on emploie avec plus de satisfaction une modification de cette méthode, découverte et mise au point par THANNHAUSER et ANDERSEN (101). C'est cette méthode, que nous avons employée et que nous exposerons Ci-dessous.
Les valeurs normales de la bilirubinémie sont de 0,25 à 0,5 milligrammes pour 1000 cc. de sang. On a pris l’habitude d'exprimer aussi le taux de la bilirubinémie selon VAN DEN BERGH par les rapports de 1/40.000 à 1/20.000 pour le sérum normal.
La méthode de THANNHAUSER et ANDERSEN.
Principe: La coloration de la combinaison diazoïque de la bilirubine passe au bleu-violet en solution franchement acide. Cette teinte est plus intense et se prête beaucoup mieux à l'examen colorimétrique que celle obtenue par la méthode initiale de VAN DEN BERGH.
Quantité de sérum nécessaire: 2 cc.
Réactifs nécessaires:
1) Alcool à 95°.
2) Solution d’acide sulfanilique (Diazo D):
Acide sulfanilique 5 gr., Acide chlorhydrique concentré (D — 1,19) 50 cc. Eau distillée q. s. p. 1000 cc.
3) Solution de nitrite de sodium (Diazo Il):
Nitrite de sodium: 5 gr.
Eau distillée q. s. p. 1000 cc.
Le diazo-réactif est préparé au moment de l’emploi
en mélangeant: Diazo I: 25 cc.
Diazo IE: 05 cc.
4) Acide chlorhydrique concentré (D = 1,19).
5) Solution saturée de sulfate d’ammonium.
6) Solution standard de bilirubine:
Bilirubine: 5 mg.
Chloroforme: 100 cc.
Pour préparer la solution témoin définitive on évapore dans un verre à montre n (2) cc. de la solution chloroformique standard. On dissout le résidu dans 11 cc. d’alcooi à 95°, puis on traite la solution alcoolique avec 5 cc. de diazoréactif.
On place à l'obscurité pendant 10 minutes pour obtenir l'intensité maximum de coloration.
Puis on y ajoute: 4 ce. d’acide chlorhydrique concentré.
On mélange et on peut effectuer le dosage.
Mode opératoire pour le dosage de la bilirubinémie.
Ï. — Technique pour des sérums normaux et les sérums pathologiques à diazo-réaction indirecte.
Placer dans un tube de centrifugation:
Sérum à examiner: 2 ce.
Alcool! à 95°: 4 cc.
Centrifuger et prélever 1 cc. du liquide limpide surnageant.
Mélangérvle liquide alcooliques. 74m ue. trec:
Avec le diazo-réactif fraîchement préparé .... 0,25 cc.
Puis placer à l’obscurité pendant 10 minutes.
Ajouter de l’acide chlorhydrique concentré .. 0,20 cc.
EE do OA PR RE (55e.
Mélanger et examiner à la cellule photo-électrique.
Si le mélange est légèrement trouble, on peut le filtrer
à travers un petit filtre préalablement humecté au moyen d’éther sulfurique. Il n’y a aucune adsorption de teinte par
le papier-filtre.
II. — Technique pour des sérums pathologiques à diazoréaction directe (cholécystite, cholélithiase, ictère par rétention) :
Dans ces sérums une grande partie de bilirubine est entraînée avec le précipité de l’albumine qui se forme par
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l'addition de l’alcool. Pour éviter cet inconvénient il faut procéder de la façon suivante:
Placer dans un tube de centrifugation:
Sérum à examiner: 2 CC.
Diazo-réactif fraîchement préparé: 1 cc.
Agiter fortement et placer pendant 10 minutes à l’obscurité. Puis ajouter:
Alcool à 95°: 5,8 cc.
Solution saturée de sulfate d’ammonium: 2 cc.
Agiter fortement et centrifuger.
Décanter le liquide limpide surnageant, qui a une coloration rouge.
Mélanger dans un tube à essai ou à hémolvse bien propre:
le liquide rouge: 1,8 ce.
et l’acide chlorhydrique concentré: 0,2 cc.
Agiter; on obtient immédiatement une coloration bleuviolet.
Examiner à la cellule photoélectrique.
Si s’est nécessaire on peut également filtrer à travers un .papier filtre préalablement humecté à l’éther; d’autre part si la concentration en bilirubine était trop intense, on peut diluer à l’aide de la solution suivante:
Liqueur de dilution: Alcool à 95°:%9°cc., Acide chlorhydrique concentré: 1 cc.
Dans ce cas il faut tenir compte des proportions de dilution pour calculer les résultats définitifs de la bilirubinémie.
Etablissement de la courbe d’étalonnage.
Pour établir notre courbe d'étalonnage nous sommes parti de la bilirubine «Roche» (C3*H*%606N4). Nous avons préparé une solution standard à 5 mgr. pour 100 ce. de chloroforme.
À partir de cette solution nous avons effectué une série de solutions alcooliques de biliverdine à concentrations progressivement décroissantes de la facon suivante:
Nous prélevons de la solution chloroformique les doses de 0,1 — 0,2 — 0,4 — 0,8 — 1,0 — 1,6 — 2,0 — 3,2 — 4,0 — 6,4 8,0 centimètres cubes que nous introduisons séparément dans un tube à essai; puis nous évaporons le chloroforme. Nous reprenons les résidus à l’aide de:
Alcool à 95°: 11 cc.
Diazo-réactif fraîchement préparé: 5 ce.
Nous attendons pendant 10 minutes et nous ajoutons: Acide chlorhydrique concentré: 4 cc.
Nous mélangeons bien et obtenons une gamme de solutions à teintes bleu-violet progressivement plus intenses. A l’aide de ces solutions nous avons établi notre courbe d’étalonnage que nous reproduisons ici, correspondant aux degrés opacimétriques de la cellule photo-électrique indiquée en ordonnée et aux taux de bilirubine portés en abscisse.
Le tableau N° X exprime ces différentes valeurs,
Tableau N° X.
Courbe d'étalonnage de la bilirubine.
Solution Teneur en Biblirubine Teneur en Biliburine Degré chloroformique de la prise d'essai : pour 1000 Opacimétrique ce en mgr. en mer. ) 0,2 0,01 0,5 87 0,4 0,02 1,0 72 0,8 0,04 2,0 60 1,0 0,05 2,5 54 1,6 0,08 4,0 41,5 2,0 0,10 DU 36 d,2 0,16 8,0 26 4,0 0,20 10,0 23.0 6,4 0,32 16,0 19,0 8,0 0,40 20,0 —
Les degrés opacimétriques indiqués par notre graphique indiquent directement le taux de la bilirubinémie en milligrammes pour 1000 cc., si l’on effectue la réaction de THANN- HAUSER et ANDERSEN, telle que nous l’avons indiqué et en partant de 2 cc. de sérum. La réaction définitive et pour la diazo-réaction indirecte et pour la diazo-réaction directe s'opère ainsi au moyen de 0,33 ec. de sérum.
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Graphique N° 7,
Nous voyons que la courbe donne des résultats suffisamment exacts entre 26 M. V. et 72 M. V. c’est-à-dire pour des hyperbilirubinémies limitées entre 8 et 1 mg. pour 1000. La sensibilité est moins rigoureuse pour des taux de bilirubine situés entre 0,5 et 1 mg. pour 1000, la courbe permet cependant encore dans ces cas d’hyperbilirubinémie peu marquée une évaluation approximative, satisfaisante pour la clinique.
Avant de terminer ce chapitre, nous tenons à exposer la technique de préparation d’une solution standard artificielle, permettant au biologiste dépourvu de bilirubine pure d'établir une courbe d’étalonnage.
On introduit dans un ballon jaugé de 100 cc.: Alun de fer ammoniacal: 0,1508 gr.
Acide chlorhydrique concentré (D— 1,19): 50,0 cc.
Agiter pour dissoudre, puis ajouter:
Eau distillée q. s. p.: 100.0 cc.
Cette solution est stable, elle se conserve indéfiniment et est équimoléculaire à une solution de N/320.
De cette solution on prépare ensuite une solution de N/8000 en prélevant 10 cc. On y ajoute 25 ce. d'acide chlorhydrique concentré et on complète avec de l’eau distillée dans un ballon jaugé à 250 cc.
Cette solution diluée peut aussi être conservée pendant plusieurs mois.
D’autre part on prépare une solution de sulfocyanure de potassium à 10 pour 100.
Pour obtenir la solution étalon (remplaçant la bilirubine) on introduit dans une ampoule à décantation de 50 ou 100 cc.:
: , , e = ne 947 la solution diluée de l’alun de fer ammoniacal: 3 ec.
la solution de sulfocyanure de potassium: 3 cc.
Il se forme du sulfocyanure ferrique que l’on épuise par agitstion au moyen de 12 cc. d’éther sulfurique. La coloration de cette solution éthérée correspond à celle d’une solution diazo-bilirubine à 5 mg. pour 1000. On peut ensuite établir la courbe par dilution progressive à l’aide d’éther sulfurique en évitant l’évaporation. On compare cette teinte à celle d’un sérum où l’on a déterminé le taux de bilirubine par la méthode de VAN DEN BERGH.
Finalement nous voudrions encore mentionner Ja méthode de JENDRASSIK et CZziKE (192), modification de celle de THANNHAUSER et ANDEPSEN. Elle offre l’avantage de s’appliquer indifféremment aux sérums à réaction indirecte et directe. Elle se base sur le fait que l’addition de benzoate de soude et de caféine dans le sérum permet d’obtenir des résultats quantitatifs aussi dans les bilirubinémies à réaction directe. Ce sel empêcherait l’adsorption de la bilirubine per les substances protéidiques. Nous avons cependant toujours eu satisfaction avec la méthode de THANNHAUSER et ANDERSEN, telle que nous l’avons exposée antérieurement.
On voit que notre technique permet, même pour des concentrations de bilirubine, ne dépassant que très faiblement le taux normal du sang humain, d'obtenir encore des résultats utilisables et suffisamment exacts pour la clinique. Pour des concentrations plus fortes, dépassant 1 mg. pour 1000, la méthode est très précise.
Rien ne s'oppose, si l’on veut obtenir des valeurs rigoureuses dans des cas de bilirubinémie peu prononcée, d’effectuer le dosage sur 4 ce. de sérum et diviser le résultat final par deux.
Nous croyons avoir ainsi donné une méthode de dosage de la bilirubine assez facilement à réaliser, d’exécution rapide et économique, n’exigeant pas de trop grande quantité de sérum et donnant des résultats corrects, plus rigoureux de toute facon que toutes les autres techniques employées habituellement, même que celle de BAKALTSCHUK (méthode néphélométrique), actuellement très recommandée en Allemagne. Seul Fexamen spectrophotométrique dépasse au point de vue sensibilité notre méthode.
Conclusions Générales é
Nous croyons avoir pu mettre en évidence au cours de l'exposé de notre modeste travail l’intérêt considérable que présentent ces dosages microbiologiques pour le clinicien et ses malades en premier lieu, pour le pharmacien-biologiste aussi. D’autre part on se rend compte de l’avantage que l’on trouve dans l'emploi de la cellule photo-électrique permettant des techniques opacimétriques suffisamment exactes pour la clinique et le laboratoire d'analyses médicales.
Les principales qualités de ces microdosages résident: à le)
1) dans la quantité réduite de prélèvement humoral nécessaire pour effectuer un dosage correct;
2) dans la répétition facile des prises de sang peu abondantes et n’exigeant qu’une petite piqûre au niveau d’un doigt ou d’une oreille, permettant ainsi des recherches en séries régulières et à courts intervalles;
3) dans l'exécution facile, rapide et économique des dosages, avec une sécurité et une précision largement suffisantes pour les besoins de la pratique médicale.
Il y a là un ensemble de qualités qui légitiment l'effort que nous avons accompli en élaborant des techniques décrites avec tous les détails et beaucoup de soins pour doser au moyen de la cellule photo-électrique:
l’albumine urinaire; l’acétone et les corps cétoniques dans les urines;
l'alcool dans l’urine des hommes épris de boissons;
l’hémoglobine sanguine pour l’établissement exact d’un diagnostic hématologique;
le cholestérol total et libre du plasma sanguin, permettant le contrôle de l’équilibre du rapport de ces deux facteurs de la cholestérolémie normale et pathologique;
la bilirubine des sérums normaux et pathologiques à diazo-réaction directe et indirecte.
Nous avons ainsi pu donner pour l’albumine urinaire une technique simple pour préparer des solutions étalons permettant d'établir une courbe pour doser rapidement les fractions protéidiques pouvant se trouver dans des urines pathologiques. Le maximum de sensibilité pour ce dosage se trouve compris entre 0 gr. 1 et 0 gr. 25 d’albumine par litre;
Pour les dosages de l’acétone et des corps cétoniques dans l’urine nous avons élaboré une technique se basant sur la méthode de ROTHERA. Celle-ci est suffisamment sensible pour l’examen à la cellule photo-électrique, étant donné que dans nos conditions expérimentales la sensibilité de l’appareil n’atteint pas la limite de la sensibilité de la méthode même, Notre technique adaptée à la mesure colorimétrique exacte permet une manipulation rapide et fournit des résultats précis.
Le dosage de l’alcool dans les urines a été réalisé par la méthode de PROSENTHALER-HAMBERSIN. Nous avons pu démontrer que l’oxydation de l'alcool par le diazo-réactif s'arrête au stade aldéhydique, mais cette réaction n’est pas quantitative. Il faut donc un équilibre entre la quantité d'alcool à doser et le taux d’acide sulfanilique mis en réaction, car au cours de la saponification il peut se former outre le colorant diazoïque un corps à noyau phénolique à groupement chromophore, qui peut induire en erreur.
Il faut donc retenir que le dosage exact de l'alcool urinaire à l’aide de la méthode préconisée et à la cellule photoélectrique est possible seulement pour des urines contenant
entre 3,5 et 25 pour mille d’alcool. Au delà de ces concentrations limites il faudrait travailler avec des quantités d’urine plus grandes ou effectuer des dilutions appropriées, pour établir ensuite le résultat en tenant compte de ces modifications préalables.
L’hémoglobine du sang a été dosée en la transformant en hématine acide selon la technique de SAHLI-BüRKkER et d'AUTENRIETH. Nous avons au préalable préparé de l’oxyhématine selon la technique de Hamsik. Nous avons établi que ce corps retiré du sang humain de nos régions contient 0,055 gr. % de fer en moyenne, dosé par la méthode de FoxTÈs et THivOzrE. En admettant un poids moléculaire de 633 pour notre oxy-hématine, il faudrait donc une solution de 0,01 gr. d’'hématine pour cent pour préparer une solution renfermant la même quantité de fer que nos sangs humains, dont nous sommes parti. Basé sur ces constatations nous avons proposé l’emploi de l’hématine MERCK (P. M. — 650) pour effectuer la préparation de solutions étalons types, de conservation stable et inaltérable. Nous avons donné la technique détaillée pour préparer ces solutions témoins et nous avons pu déterminer qu’une solution contenant sensiblement 0,009 gr. pour cent d’hématine MERCK donne le même degré opacimétrique que le sang de sujets sains et normaux de notre région.
Si nous admettons un poids moléculaire de 650 pour l’hématine Merck (chlorhydrate), nous obtenons pour nos contrées la composition suivante du sang normal pour
l’homme:
HéMANER COR Ar tue 0,585 (650) ÉCRAN RE AUS: 0,0504 (56) Hémoglobines ce"... 15,0002 (166.669)
Nous voyons par conséquent qu’à l’aide de lhématine Merck facilement à obtenir et à composition stable il est facile de se préparer une solution standard d’hématine acide) celle-ci peut être une fois pour toutes étalonnée en comparaison avec 4 à 5 sangs d'hommes normaux pour être rame-
née à la valeur physiologique moyenne normale de la région, où on pratique les analyses et elle servira ensuite continuellement de témoin pour établir une courbe d’étalonnage soit pour le colorimètre d'AUTENRIETH-HELLIGE, soit pour la cellule photoélectrique.
Nous donnons les détails pour la technique du prélèvement et pour la préparation du sang. Notre méthode permet d'obtenir des résultats exacts et sensibles, répondant à toutes les exigences de la clinique. Ces résultats sont exprimés en valeurs absolues, c’est-à-dire corrigées selon les principes de BürKER et par conséquent toujours comparables et identiques d’un laboratoire à l’autre.
Pour les dosages de la cholestérolémie nous avons élaboré deux techniques personnelles en collaboration avec J. MEYER. Ces méthodes permettent de travailler avec 2 cc. de plasma ou de sérum. Nous effectuons une extraction alcoolique en milieu acidifié par l’acide phosphorique pour le dosage du cholestérol libre. Pour celui du cholestérol total nous épuisons à l’aide d’une solution éthéro-alcoolique en milieu alcalin. Les épuisements se font toujours à l’ébullition pendant 30 minutes à l’aide d’un appareil de distillation à reflux. Le dosage à la cellule photoélectrique s’effectue par la méthode colorimétrique de LIEBERMANN. La courbe d'étalonnage montre une précision dans les limites de 1,50 à 3,90 gr. de cholestérol pour 1000 ce. de solvant, si l’on met 2 ce. de liquide cholestérolifère à l’épreuve.
Les dosages de la bilirubinémie ont été réalisés par l'emploi de la méthode de THANNHAUSER et ANDERSEN. Nous donnons l'exposé de cette technique pour le dosage de la bilirubine des sérums normaux et pathologiques à diazo-réaction indirecte et à diazo-réaction directe. Pour l’établissement de la courbe d'étalonnage nous proposons l'emploi de la bilirubine «Roche», dont la solution chloroformique à » mgr. pour 100 est stable et se conserve bien à un endroit frais et en flacon bouché. La courbe établie à partir de dilutions progressives à la cellule photoélectrique donne des résultats précis pour des hyperbilirubinémies limitées entre
BU
8 et 1 mg. de bilirubine pour 1000 ec. de sang. La sensibilité est moins rigoureuse pour des taux de bilirubine entre 0,5 et 1 mg. pour 1000. Nous travaillons avec 2 ce. de sérum: dans les cas d’hyperbilirubinémie faible nous proposons l'emploi de 4 ec. de sérum et de diviser le résultat final par deux. La méthode proposée donne des résultats corrects, plus rigoureux que toutes les autres techniques habituellement recommandées pour les examens cliniques, seule l’analvse spectrophotométrique la dépasse en sensibilité.
Nous voyons donc en considérant l’ensemble de notre travail que l’emploi d’un colorimètre photo-électrique se justifie pleinement, car il répond entièrement aux trois qualités antérieurement énoncées et son installation sera rapidement amortie par le haut rendement en précision et en satisfaction et par la multiplicité de l’usage que permet un tel instrument.
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