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INTRODUCTION

Une des questions les plus ardues que peut présenter la
pratique courante en médecine légale, est celle qui consiste
areconnaitre l'origine d'une tache de sang. En eflet, jusqua
ces derniéres années, le médecin expert pouvait affirmer d'une
maniére certaine que les objets maculés, recueillis par le juge
d’instruction sur le lieu d'un crime, étaient tachés ou non de
sang Mais une question se posait presque insoluble : le sang
des taches était-il de nature humaine ou provenait-il d'un
animal domestique ou autre ? Voila ce que la science ne
pouvait affirmer que d’'une maniére fort relative et encore
fallait il toujours que les taches en question soient récentes,
que les éléments du sang ne soient pas altérés.

Le probléme, aussi difficile qu'il paraissait, finit par s’éclair-
cir grace a l'orientation nouvelle de la médecine expérimen-
tale pendant ces derniers temps. Les ¢tudes sur les proprié-
tés bactéricides et cytolycides des sérums révélerent a Bor-
det une propriété nouvelle, la propriété précipitante. Cette
derniére fut I'objet de nombreuses recherches aussi bien en
France qu'a I'étranger. Tous les travaux parus ont contribué a
doter la médecine légale d'un procédé nouveau pour le dia-
gnostic de l'origne des taches de sang. Cependant, malgré
le nombre des communications et des notes accumulées depuis



g o MANGre 1¢
=t i I H ] =
Tl s
| ' -
LR LA -
=TT mede 3
il ¢ 1
sharat ol o
bHesgel 1 L




CONTRIBUTION A L'ETUDE
DE LA

DIAGNOSE DU SANG HUMAIN

EN MEDECINE LEGALE

PAR LE PROCEDE DFS SERUMS PRECIPITANTS

(Réactlion de Bordet-Uhlenhut)

CHAPITRE PREMIER

HISTORIQUE

Les premiéres expériences qui ont fait découvrir la pro-
priété précipitante du sang ont été pratiquées par Bordet,
de I'Institul Pasteur, en 1899. L’auteur, en injectant du
sang délibriné de poule & des lapins, conslata dans le
sérum des lapins ainsi injectés, en dehors de deux pro-
priétés agglutinante et globulicide, qui faisaient 'objet
de ses recherches, une troisicmepropriété, celle-ei précipi-
“tanle vis a-vis du sang de poule : ¢'est-d-dire que le sérum
delapin en présence du sang de poule donnait un précipité
abondant. Il répéta son expérience en injectant an
cobaye du sang défibriné du lapin. Les mémes résultats
furent obtenus: le sérum du cobave injecté donnail
un précipité floconneux avec le sang de lapin.
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Uhlenhul, se basant sur les conelusions de Bordet, en-
treprit & Ulnstitul d'Hygitne de Greifswald une série
d'expériences dans le but d'étudier cetle propriélé préci-
pilante du sang et de diagnosliquer l'espéce & laquelle
peut appartenir le sang 4 examiner.

[l injecta tous les six & huil jours dans la cavilé péri-
lonéale du lapin 10cenlimelres cubes du sang défibriné de
beeuf. Aprés la cinquitme injeclion, le sérum de lapin se
montra précipitant exclosivement & égard du sang de
beeul. La méme expérience [ul répétée avee le sérum de
lapin préparé avee du sang humain ; de dix-neuf espéces
différentes : cobaye, beeuf, cheval, ane, pore, moulon,
chien, chal, cerl, daim, lievre, ral, souris, lapin, poule,
oie, dindon, pigeon, homme, traitées par le sérum de
lapin, il n'oblint un précipité que dans le tube ol se
trouvail du sang humain.

Le sérum de lapin, conservé depuis qualre semaines,
ful-trailé avee suceés par des dilutions de sang humain
desséehé. Dans les mémes conditions, le sang normal de
lapin ne donna absolument rien.

['auteur appliqua sa méthode & la différenciation des
viandes dans les abatloirs el aux élals de bouchers. Cette
méthode serail en eflel teés pralique quand on doil exa-
miner des viandes coupées en nombreux morceaux prove-
nant des animaux d'espéces dilférentes.

Wassermann el Schulze, sans avoir encore pris connais-

sunce des expériences d'Uhlenhut, ont fait des recherches
analogues a I'lnstitut Baclériologique de Berlin. 1ls firent
i des lapins des injections sous-culanées de 10 centimé-
tres cubes de sérum humain tous les deux jours. Une
semaine apres la dernitre injection, les animaux furent
sacriliés el leur sang conservé dans un récipient entouré
de glace pour en séparver le sérum. Ce dernier a présenté

T
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la propriété de précipiler le sang humain méme lris
dilué. Le précipité floconneux a é1é encore plus marqué
lorsqu'ils portérent les tubes dans étuve & 37°. Pour bien
se rendre compte de la spécilieité de la réaction, c'est-
d-dire de la précipitation du sérum de Fanimal injeclé en
présence du sang de U'espéee dont il a recu le sérum dans

le lissu cellulaire sous-culané, ils examinérent le sang de

vingl-trois espéees d'animaux : cheval, ane, chévee, va-
che, beaeuf, veau, moulon, pore, chien, chal, singe, co-
hﬂﬁ'l_", |ﬂ|lin., :'-:-Lllu'i:-'-. I'ill.'-._, uiL‘, l_'.eln.'ti'd, |1ij_l;{‘U1L ||nll|1-. ol -
neau, anguille, brochel, tanche. Dans ces conditions, seul
le sang de singe donna un léger précipité dans un laps de
lemps assez long.

Celle particularité est digne de remarque parce que
c'est elle qui provogqua une vive polémique contre la
prétendue spécificité des sérums précipitants, ainsi que
nous aurons l'occasion de le voir dans la suite de ce Lra-
vail.

Wasserman el Schulze se demandérent en plus si la
réaction trés sensible avec du sang frais se produirail
dans les mémes condilions avee du sang desséehé. Avee
les vingl-qualre échantillons de sang donl ils disposaient,
ils firent des laches sur des tissus de laine ou sur des
couteaux en abandonnant ces objets & la dessiceation
pendant trois mois. Au boul de ce temps chaque tache fut
lavée avec 5 A 6 cenlimélres cubes de sérum physio-
logique. lls prirent 5 centimeétres cubes de loules les
solutions apres filtration et les additionnérent de un demi
cenlimétre cube de sérum de lapin injeclé comme précé-
demment avee du sérum humain,

Apres avoir porté les tubes dans 'éluve & 37 degrés, ils
observerent, dans 'espace de 20 minutes, un trouble trés
net dans le tube contenant la solution de lavage des
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taches de sang humain. Tous les autres tubes étaient
transparents,saul celui qui contenail des traces de sang de
singe.Un quarl d’heure aprés,le tube & sang humain ren-
fermail un précipité floconneux trés abondanl.

Les différents expérimentatenrs ne sesont pas bornés i
vaceiner les animaux senlement avee les divers sérnms.
[ls onl poussé la question plus loin el plusieurs liquides
albuminoides onl é1é essavés ; ainsi Fich,en Amérique, ex-
périmentant le sérum du lait el autres sérums organi-
ques,arriva aux mémes conclusions que les auteurs pré-
el1lés,

Schutze injecta & plusieurs lapins du laitde femme, de
chévre, de vache. Il observa ainsi que le sérum de lapin
traité par le lait de femme précipitail les substances
albuminoides du lail de femme sans avoir aucune action
sur le lail des aulres mammiféres

Leclainche et Vallée, Mertens, Zuegler, Blumenthal
onl préparé des lapins par des injections d'urine humaine
albumineuse lls ont ainsi constaté que le sérum des
lapins se montrait actil non seulement vis-A-vis du
sérum humain, mais encore vis-a-vis de 'albumine des
urines pathologiques.

De Nobele comprenant toute la valeur que pouvail avoir
celte nouvelle méthode en médecine légale, 1'étudia
surtout dans un but pratique et fit de nouvelles expérien-
ces d'une grande importance. Opérant lui aussi sur le
lapin, il lui faisail des injections intra-péritonéales de
10 centimélres cubes de liquide aseitique provenant d'une
femme ayanl une lumeur ulérine. Aprés six injeclions
I'animal fut sacrifié et son sérum, mis en présence du
sérnm humain & parlies dégales, donna un trouble qui
dans la suite se transforma en préeipité floconneux. Un
aulre lapin recut, lous les lrois jours, dans le tissu cellu-
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laire sons cutand, 10 cenlimélres enbes de liguide extrail
par compression de placentas humains frais. Aprés la
sixitme injection, son sérum se monlra actif,

L'auteur se servail pour ses expériences de petits tubes
4 partie inférieure effilée en cone, de lelle sorle que siun
préeipité s'y formail, il se ramassaillans la partie eflilée
du tube devenant ainsi trés visible méme s'il était pen
abondant.

Toutes les fois qu'il se servail de sang see, il le dissol-
vait & I'aide de la solution normale de NaCl a4 7 "/ on avee
une solution de soude & 1 °/,. Il conslata ainsi que le
sérum des lapins injeclés ne donnait ancun précipité avee
le sang de chien, de cheval, de chal, de lapin, de cobaye,
de mouton, de pore ou de vache ; mais par conlre, mis en
présence de différents liquides d’excrélions humaines,
comme le sérum de lait, le sérum de pus, la HEI“T(‘; la
sécrétion nasale du coryza, l'urine albumineuse, il don-
nait un précipité caracléristique. Des laches de sang
humain faites sur de la toile, les unes datant de plusieurs
jours, les autres de denx mois, furent diluées dans la
solution physiologique de Na Cl et mélangées au sérum
actif, pour observer la réaction. Celle-ci ful positive par
Papparition d'un précipité trés nel. Un linge taché de
sang humain a été lavé 4 'eau, puis séché: on y distin-
guait Lrés difficilement les traces des anciennes taches,
Aprés avoir fail macérer ce linge dans la solution de Na Cl,
le sérum de lapin donna avee le liquide de la macération
un faible préeipité ; le sang humain puteéfié donna éga-
lement des résultats positifs. Cependant des linges impré-
gnés de sang humain depuis 1893, traités dans les mémes
conditions, n'ont rien donné. Des ciseaux lachés avee du
sang humain depuis deux mois et complétement rouillés
onl été grattés, les débris lavés & 'ean =alée et la solution
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liltrée a donné un précipité en présence du sérum actif.
Enfin quelgques gouttes de sang furent déposées sur trois
lames de verre el portées i I'éluve aux températures 75°,
1007, 125°. Les taches lrailées par la solution de Na Cl,
el puis par le sérum actif donnérent la réaction caraclé-
ristique a lexceplion de celle qui ful portée & la tempé-
rature de 125°.

De Nobele essaya  de simplifier la technique de
préparvation  des sérums  en  faisanl absorber 4 des
lapins, par la voie stomacale, du liquide d'ascile. Mais les
résultals en furent aussi négalifs que ceux qui furent
essavés dans le méme sens par Tehistowitsch, Wolf et W,
Myers. '

Gianelli el Perrando employérent le liquide d'hydro-
cile pour Uimmunisalion des lapins, Le sérum de ces
derniers donna des résultats positifs avee le lacto-sérum
el le lail humains.

Ogier el Hercher injectaienl lous les deux jours 10 ce.
de séram humain sous la pean du lapin. Apres la sixiéme
injeclion, les expériences lailes avee le sérum de 'animal
furent d'une concordance parfaite avee celles des aulres
savants. En plusils essayérentde conserverle sérum & 0°
|J{"tl{iitl'lt lrois semaines.

Malgré le reproche fait & la méthode d’étre un peu lon-

gue pour ablenir le sérnm précipitant, ils ne conseillent
pas moins son emploi dans les expertises médico-légales.

Carlo Ferrai, dans une communication & ['Académie
rovale de médecine légale de Génes, proposa la méthode
d'Uhlenhut et Wassermann pour les expertises médieo-
légales en exposant en méme temps ses propres lravaux
relatifs & la question. Pour lui, le proeédé biologique de
la diagnose du sang par les sérums précipilants parait
bien de nature & résoudre le probléme, depuis si long-
temps & ['étude, de la différenciation du sang humain
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d'avec celui des animaux. Le poinl le plus inléressant de
ses recherches, signalé pour la premiere fois, est eelui
de 'aclion de la chalenr sur le sang prépardé pour la réac-
tion. L’auteur fait remarvquer que le sang humain exposdé
A une lempératlure variant eflre 1300 ¢l 170% perd la pro-
prieté de donner la réaclion |1l'll'*1'i|nil;lllll*~ les taches de
sang, aprés une heure a 130°, aprés vinglb minutes & 110-,
a|:u'€=.5 dix minutes 4 150°. Mais dans ees condibions, avanl
de perdre sa propriété précipitante, le sang perd toul
d’abord la propriété de donner des cristaux d’hémine.

Lés travaux de Ferrai ont éLé repris en France par
Linossier et Lemoine. Les f-xp:;:|'i|m_-nl,att~u|':-1 onl ¢ludié
non seulement l'action que la chaleur peul exercer sur
les sérums, mais encore l'effet des moyens chimigues sur
ces derniers. Voicid atlleurs leur comple rendu i la Sociélé
de Biologie en 1902:

« 1* Aeclion de la température. — Le sérum précipitant
» n'est pas lrop sensible & laclion de la chaleur. Un sérum
v achif vis-h-vis du sérum de cheval & la dose de 3 °/,
» fut exposé pendant 48 heures dans une étuve & 60°. Au
» boutde ce temps, le ligquide, décanté du coagulum qui
» s'étail formé,ne précipilaitplus le sérumde cheval méme
» 4 ladose de 18/, mais le troublait tontefois dés la
» dose de 10 */o; dilué au einquietme de 'eau physiologi-
» que, le méme sérum actif résiste encore davantage.
» Maintenu 48 heures 4 60°, il troublait encore le sérum
w de cheval i la dose de 8 °/, eomme avant d'étre ehanlfé
w et le précipitait au-dessus de d °/, bien que médioere-
» ment. Apres quatre jours d'aclion ininterrompue de la
» chaleur il précipitait encore un peu an-dessus de 107/,
» Une température de 65" détruit par contre compléte-
» ment la préeipitine en 24 heures.

(]

» Le sérum précipitable (de chevall dilué¢ au dixiéme
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dans I'eau physiologique, maintenu quatre jours entiers
4 I'étuve 4 60°, conserve & peu prés intacte la propriété
d’étre troublé par la précipitine. Aprés comme avant le
chaulfage, cetle propriété étail encore constatable sur
des solutions a 1/5.000. Aprés 24 heures de séjour A
65°, le sérum dilué¢ perdit au contraire entiérement la
propriété d'étre précipité. L'ébullition d’une solution
de sérum assez diluée pour n'étre pas préeipitée par la
chaleur doit étre prolongée plusieurs minutes pour que
disparaisse enlitrement la propriété d'étre troublée par
la préeipitine.

» La réaction peut se produire dés 0, et elle se produit
encore nettement & 58°. Il ne semble pas y avoir de gran-
des différences dans l'abondance du préeipité saivant la
température & laquelle on opére. Toutefois, & 0° le dépot
se fail mal. Vers 35°, la réaction semble un peu plus
rapide. Celte différence relative 4 la température con-
tribue & distinguer ['action des précipitines des actions
diastasiques.

» 2° Acides et alcalis. — Une proportion de 0,45 p. 1000
d'acide sulfurique géne la réaction, elle est réduite au
minimum par 2,45 p. 1000 et tout & fait entravé par 4,5
p.1000.Le carbonate de soude,a la dose de 0,66 p. 1000
est sans action ficheuse : au-dessus de cette dose il
entrave de plus en plus la réaction & mesure qu'on éléve
la proportion. Toulefois, on ohserve encore des préci-
pilés nels en présence de 5,3 p.1000,et la dose de 10,6 p.
1000 n"empéche pasd'une maniére absoluela réaction. En
somme, la précipitalion se produit pour le mieux dans
un milieu neutre ou légérement alealin. L'excés d'acide
lui est plus nuisible que 'exces d’aleali.



w 3* Sels. — Si l'on dilue du sérum au vingliéme el s
» on ajoule au mélange des  proportions croissantes de
» NaCl, on conslale que ce sel relarde la |}I'1'~:-i|1il_uijun
vopar le séram actil correspondant méme a la dose de
w1 pA00. A partiv de 5 p. 100, le précipilé n'est pas en-
» core formé aprés 24 heures. Toutefois nous diluons
n toujours le sérum avee de Peau physiologique de pear
» de provoguer avec l'eau distilée une séparation de glo-
» buline. Nous avons conslalé que la réaction précipi-
» lante peut s’exercer en présence de peliles quantités
» de sulfate d'ammoniaque, de sullate de magnésie, de
» fluorure de sodium & 1 p. 100. L'aleool & la dose de
» quatre gouttes pour vingl goutles de liguide, le chloro-
» forme & saluration n'empéchent pas la préeipilalion de
»n se produire. »

A propos de 'ulilisation des divers liquides organiques
en vue d'oblenir la formation des sérums précipitants,
nous croyons inléressant de ciler une tentative faile par
Farnum, en Amérique.

Ce dernier pratiqua une série d’expériences ayant pour
but d’utiliser la séro-réaction pour I'examen médico-légal
des taches de sperme. 11 Enjl‘.c'lu dans le péritoine des la-
pins soil du sperme, soil une émulsion testiculaire
d’homme, chien ou taureau, dilués dansle sérum physio-
logique de 4 4 25 fois leur volume. Les animaux recu-
rent cing & huit injections & des intervalles de deux 4
six Jours. Le sérum sanguin des animaux en expérience
ful examiné au point de vue de son pouvoir précipilant A
I'égard du sperme. Ainsi. le sérum des lapins traités par
du liquide testiculaire du chien préeipitait le filtratum de
cette méme substance, tout en restant sans elfel sur le
sperme humain et sur I'émulsion testiculaire du taureau.
Par contre, le sérum des lapins non injectés ne provoqua



— 16

aucun préeipité dans une émulsion de testicules de chien.
Le séram des animauxinjectés avee le liquide testiculaire
de laureau détermina un précipité dans ce méme liguide,
le sperme humain et les émulsions de chien et de boue ne
lurent point influencées. Knfin le sérnm des lapins prépa-
rés avee les injeclions do sperme humain,donna une réac-
Lion Lrés nette non seulemenl avee les émulsions fraiches
ou anciennes du sperme humain, mais encore avec le
produit de filtration du sperme desséché et conservé pen-
dant 34 jours sur du papier a filtre ou sur des vétements.
Le méme sérum, par contre, ful inactif vis-h-vis des liqui-
des lesliculaires de chien, de laureau et de boue.

On comprend la grande portée pratique que peuyvent
avoir ces données dans les expertises médico-légales.

Arthus et 't"atnsiurlmrghe ont proposé de faire aux ani-
maux des injections de sérum d’ascite recueilli aseptique-
mernl.

lls onl préféré an lapin un chien de 10 kilos, auquel
ils ont injecté chaque fois 20 centimétres eubes du liquide
en question. Une [ois 'animal sacrifié, son sérum a pré-
cipilé le liquide d’ascite méme en solution diluée de 2 a
100 et méme 500 volumes d'eau saléed 1 p. 100. 1l a éga-
lemenl donné un précipité avee I'urine humaine albumi-
neuse, mais nullement avec le sérum de cheval ou de
lapin.

La réaction a été encore positive au bout de deux mois
aprés addition de fluorare de sodiuma 3 p. 100. Le sérum
de lapin préparé avec du sang de beenf donna la réaction
au boul de Lrois mois, aprés avoir été conservé avee le
Nal'LL a1 p. 100.

Les auleurs recommandent leur méthode pour les avan-
tages suivants @ 1° parce que le liquide ascitique est pius
facile & recueillir et & conserver que le sérum; 2’ le chien
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qui sert pour les expériences peul fonrnirdes grandes
iiuanlih‘ﬁ de sérum sans étree sacrific : 3" le sérum peul
étre conservé dans du fluornre de sodinm 4 1 p. 100 sans
que des propri¢tés précipitantes en souffrent.

Nous avons vu jusqu’ici que tous les antenrs, i exeep-
tion de Wassermann et Schulze qui onl opéréavee le sang
humain el celui du singe,ont conslaté gque la précipitation
était spécifique, c¢'est-d-dire que le sérum d'un animal A,
qui a recu des injections de sérum d'un animal B, préci-
pite, & l'exelusion de tous les autres sérums, ecelui du
méme animal B dont il a é1é vaceiné. Ainsi, la délermi-
nation de lorigine du sang devenait d'une précision
remarquable. Mais malheurensement, comme loujours,
les fails ne doivenl pas étre géndéralisés sur une aussi
vasle échelle, et. s'il v a des régles, il v a encore des ex-
ceptions.

Nous venons de dire que Wassermann el Schulze ont
observé une réaction posilive avee le sang d'espéces voi-
sines : homme el singe ; Bordet avail déjh signalé des
faits comparables : le sérum aclif du lapin précipitant le
sérum de poule a encore une cerlaine aclion sur celui du
pigeon.

En preésence de ces faits, Linossier el Lemoine onl
recherché jusqu'a quel poinl la spécificité de la réaclion
était absolue. Ils ont conclu, conformément & leurs expé-
riences, que les sérums précipitants ne sont pas spécili-
ques, mais que la sensibilité seule de la réaclion varie, les
précipités oblenus étant en général d’aulant moins volu-
mineux que 'animal dont on éludie le sérum est plus éloi-
gné dans |'échelle des étresvivants de celui dont le sang
a servi aux injections provocatrices du développement de
la préeipitine.

Le point qui nous occupe étant d'une importance capi-
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tale, nous croyons utile d'y insister un peu plus en énu-
méranl les inléressanles expériences de ces derniers
auteurs.

En mélangeant un volume de sérum emprunté i des
animaux différents 4 dix volumes au moins du méme sé
rum préeipitant, ils ont constaté gque :

1 Le séram d’un lapin injecté avee du séeum homain
préeipite les sérums d'homme, beeaf, cheval, chien, mou-
Llon, pore, :'.ﬁhﬂ"l..'f' el [if_}]lt{!l*

2? Le sérum d'un lapin injecté avee du sérum de génisse
précipite le sérum de génisse, cheval, mounton, homme,
pore, chien, poulel.

Toutes ces lll't"njpih‘ltiun:-a sonl trés nelles avee les sé-
rums d’homme, heenf, “cheval, chien, mouton, pore : la
réaclion esl faible avee le sérum de {'lll,]l.';l?.'lf,, le précipité
est minime dans le sérum de poulet. Aucun des sérums
aclifs ne In't"i:ipiizlil- le sérum de ]:l}lin.

L.inossier et Lemoine prétendent que s'il n'y a pas une
spécificité dans le sens absolu du mol, 1l n'en exisle pas
moins une, celle-ci velative, qui se traduoit de-deux ma-
nitres @ 1° En ce que les quantités de précipitine minima
nécessaires pour provogquer un trouble daps un sérum
donné sont beaucoup moindres quand ce sérum est le
sérum correspondant ; 27 en ce que le préeipilé provogué
par une précipitine dans le sérum correspondant est
incomparablement plus voluminenx que dans un aulre
sérum. Aussi peut-on déceler le premier dans une solu-
tion assez diluée pour quun autre sérum, i la méme
dilution, ne soit pas troublé. Ainsi, ils onl vu que le
sérum d'un lapin injecté avee du sang de génisse troublait
le sérum de celle-ci 4 1 pour 5.000; le sérum de cheval
dilué i 1 pour 300 ; le sérum humain dilué 4 1 pour 50.

Voiei. d'un autre ¢oté, les conclusions qu'en fonl res
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sortir les auteurs en mettanl en évidence le double intérét
de ces données :

1l
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« 17 Ces expériences, disent-ils, sonl de nalure i mo-
difier les hypothéses théoriques que ['on peul faire sur
la signification des précipitines. La notion de spécifi-
cité absolue des précipitines admise parles expérimen-
taleurs antérieurs, tendail a4 faire admettire dans les
molécules albumineoides ou du moins dans certaines
molécules albuminoides animales 'exislence d’un grou-
pement spécial caractéristique de l'espéce, exclusil® i
chaque espéce et décelable par la préeipiline correspon-
dante. Les faits que nous apportons, loin de témoigner
d'une différence anssi absolue entre les matiéres albn-
minoides des animaux d'espéce différente, nous mon-
trent la constitution de ces matiéres se transformant
pour ainsi dire progressivemenl d'une espéece a l'aulre
et attirent 'attention sur la continuité de cette trans-
formation et surles liens qui en dépit des caractéres
différentiels frappants, mamtiennent entre les plasmas
des animaux d'espece différente des caracléres de simi-
litude, les propriélés qui présentent an maximum les
sérums d'une espéce se retrouvant a 'état atténué dans
les sérums d’espéces assez éloignées,

» 2° Ces fails ont aussi, au point de voe médico-légal,
une importance sur laguelle il est superflu d'insister,
car leurignorance pourrait étre la cause de graves er-
reurs. Si jusqu’ici la réaction des sérums précipilants
a paru spécifique, c¢'est parce que dans les conditions
habituelles d'une expertise portant sur les laches de
sang. le chimiste n'avanl & sa disposition que des tra-
ces de substances a, par le fait méme, toujours recher-
ché la réaction sur des solutions diluées el, dans ces
condilions, seul le sérum correspondant i la précipi-
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tine est troublé. 1l semble, d’ailleurs, qu'une partie au
moins des expérimentateurs n'a disposé que des préei-
pitines peu aclives, ce gui est une conditionjfavorable 4
la non-préeipitation des sérums autres que le sérum
correspondant & la précipitine. Mais il sulfirait gqu’un
experl eat, par hasard, & sa disposilion une solution
assez coneenbrée du sérnm a4 caractériser el un sérum
préeipitant trés actil pour quiil puisse oblenir un pré-
cipité dans du sang de bheuof avee de la préeipitine
humaine on réciprogquement. Imbu de la notion actuel-
lement admise de laspéetfieilé des préeipitines, il ponr-
rait élre amend 4 une conclusion inexaecle dont les
conséquences en pareille matiére pourraient étre trés
graves. Nos recherches, ne signalanl qu'une cause
d’erreur parfailement évitable des sérums précipitants
en médecine légale, ne sont pas pour jeter un diserédil
sur un proeédé fort intéressant.

v Elles imposent senlement Pobligation, pour lexpert
11I1i veul déterminer i‘m*igirw d'une tache de sang, e
dissoudre celle-ci dans une gquantité de liquide telle que
seul le sérum correspondant & la préeipiline puisse
étre troublé par elle. Une solution de sérnm au millid-
me, parexemple, nous a toujours paru troublée par la
précipitine correspondante et jamais par une antre pré-
cipiting. »

Nous ne pouvons pas insister davantage sur I'impor-

tante question de la non spéeificité absolue du moment

que nous nous proposons 4’y revenir plus lard & propos

de la technique expérimentale, mais nous croyons pour-

tant utile d’annoncer dés maintenant fue nos expériences

onl éLé en parfait accord avee celles failes par Linossier

el Lemoine, en ee sens que nous avons obtenu des préci-
pités dans plusieurs tubes contenant des sérums divers

j
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alors que nous ne devions en oblenir que dans un seul
avec celle restriction pourtanl lrés instruelive el d'une
importance capitale, ¢'est que le premier préeipité en date
‘deux heures apres 'expérience) lil son apparition dans
le tube contenant le sang de I'animal dont le sérum servit
alimmunisation.

Nuttal expérimenta le sang de quaranle-six espéces de
singe avec le sérum d'animaux préparés avec du sang
humain. [l constate ainsi que le sang des Simida
donne un précipité aussi abondanl que celui du sang
humain. Le précipité est moins abondant avec le sang des
Cercopithtques ; il est faible avee le sang des IHapalide
et des Gebidee ; il esl presque négalil avee le sang de trois
espéces de Lémuriens.

Le sérum d’animaux injectés avee le sang de cheval
n'a-donné la réaction qu'avee le sang de cheval et d'ane.

[Le sérum d'animaux préparés avee le sang de beenf ne
s'est montré sensible quenvers le sang des ruminants
d’espéces voisines. L'auleur, aprés avoir expérimenté
avee les sérums d'un grand nombre d’animaux, conclut
quiil existe une réaclion spéeiale qu'il appela réaction
mammiflére. 1l n'a jamais vu se produire le moindre trou-
ble dans le sang des oiseanx, des reptiles, des bactériens
ou des erustacés.

Bulza, de Bucarest, a employé le sérum pleurétique
humain en injections intra-péritonéales au lapin.

[l fil eing & six injections de liquide pleurétique centri-
fugé de 104 20 ce. chacune el dans Uintervalle de tous les
deux jours. L.'animal ful saigné & blanc. Les expériences
ont élé faites sur du sang humain el les treize éehantil-
lons suivants : sang de beeuf, pove, chien, lapin, poisson,
cobave, chat, poule, pigeon, oie, canard, agneau, dinde
disposés depuis un mois en taches sur des tissus de
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coton. Chaque tache fut délayée dans un tube i essai
contenant 6 cc. de la solution de Na Cl 4 7 pour 1000. Ce
liquide filiré sur du papier filtre stérilisé ful additionné
de 112 ee. de sérnm de lapin injecté avee le liguide pleu-
rétique. Au boul de dix & quinze minutes, un trouble nua-
geux apparul seulement dans le tube conlenant ean de
lavage du sang humain: ce tronble se transforma en
précipilé earacléristique an boul d'une heure dans I'étuve
4 37 degrés. L’auleur n'a rien remarqué dans les autres
tubes dans le méme laps de temps et dans les mémes
conditions.

Sloenesco avanl immunisé des lapins avec du sang
humain provenant du cordon ombilical des nouveau-nés,
essava en novembre 1901, la valeur de la réaction de la
maniére suivante ;

1° Du papier buvard taché de sang humain en juin
1901 ;

2" Des morceaux de loile, de mousseline et de shirting
tachés de sang en juillet 1901

3 Du bois d'allumeltes imprégné avee le méme sang
‘en aout 1901 el placé un cerlain temps dans une boite &
charbon ;

4* Des branches d’arbre plongées dans du sang en
aonl 1901 et exposées i l'air pendant 'hiver:

5" Du bois de sapin et ehéne souillés en aott 1901 ;

6 Un ecoutean laché denx jours avanl les expériences ;

7" Du sang mélangé i de la terre en mai 1901 et con-
serve dans la cave;

8% Un revolver el un rasoir lachés de sang et provenant
d'un erime en mai 1900 ;

9° Une brique blanchie & la chaux lachée en septembre
1901 el laissée a air pendanl Phiver :

&
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10" Quelques chiffons tachés de sang d'ours et de cha-
meau en avril 1901, au sang de chien en mai 1901.

Une partie de ces objets, d'une étendue de | cent. carré,
fut macérée dans une solution de NaCl & 6 0/00. Pour les
anciennes taches qui se dissolvent difficilement dans le
NaCl, il a essayé, avec succes, la macération dans une
solution de soude 4 1 0/0. Le sérum de lapin ful dilué an
1/10; les solutions, régulierement filtrées pour qu'elles
fussent limpides, furent placées dans des i]ctil..c. tubes
bouchés de 10 & 12 millimétres de long. L'auteur a mé-
langé 2 4 3 cc. de solution avec du sérum réactif. La
réaclion ful posilive avec les taches de sang humain, elle
se manifesta par un trouble et puis un précipité caracté-
ristique dans I'espace de dix minutes & une heure. Seuls
les tubes contenant la macération du sang des autres
mammiferes n'onl montré qu'un léger trouble dans les
vingl-quatre heures.

LLes coneclusions que Stoenesco tira de ses expériences
sonl les suivantes :

1° Les sérums spécifiques peuvenl étre utilement em-
ployés en médecine légale pour le diagnostic des taches de
sang ;

2° [l est important de ne pas se borner & une seule
expérience, et il convient de faire chaque fois des essais
comparatifs avec des solutions du sang d’homme et des
divers animaux ;

3° Il convient de ne formuler des conclusions qu'avec
une certaine réserve. Les préeipités apparaissent d au-
tant plus vite et sont d'autant plus abondanls que les
taches sont plus récentes ;

4o Si le sang ne peut se dissoudre dans la solution du
NaCl, on doit employer une solution de soude & 1 0/0.

Nolf reprit les expériences précédentes, et, serrant la
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question de plus pres, essaya de déterminer la substance
précipilable. I démontra dune facon irréfutable que le
pouvoir précipitant élait dia an sérum ou au plasma seuls,
et que les globules rouges n'y jouaient absolument aucun
role. Ge résultat acquis, il poussa l'analyse plus loin:

Pour cela, en se basant sur ee que le sérum est une
solution des diverses albuminoides plus ou moins con-
nues, et que la chimie peal en extraire un groupe facile a
précipiter, Ia glubuliuu, el un autre qui reste solide, I'al-
bumine, appelée encore sérine, il se demanda si le pou-
voir précipitant est do i 'un ou & lautre de ces groupes
d’albuminoides ou & tous les deux 4 la fois. Pour résoudre
la question, Noll s’adressa au sérum de cheval,

[l en sépara la globuline par saluration au sulfate de
magnésie a 30°; il purifia le précipité de globuline par
une dissolution dans 'ecan distillée suivie de repréeipita-
tion au moyen du méme sel. L'albumine ful obtenue en
ajoutant 1 0/0 d"acide acétique au filtrat apres refroidisse-
ment. Aprés une dvalise de huit jours dans 'eau chloro-
formdée, les solulions de globuline el d’albumine, débar-
rassées de 'exces de sel el stérihisées par le chauffage a
ob”, furent injeclées & des lapins, chacun recevanl cing
injechions & huit jours d’inlervalle en raison de 5 ce.
par injeclion.

[L’auteur constala, dans ces conditions, que seul le
sérum des lapins injeclés de la solulion de globuline
troublait et preécipilail le sérum de cheval. [l troublait
également les solulions de globuline el laissail limpides
les solutions d'albumine. Le sérum des lapins ayvanl recu
en injections la solution d’albumine, ne Lroublail ni le
sérum de cheval, ni les solutions de globuline, ni celles
d’albumine. Noll en coneluait « que la réaction précipi-
tante est la réponse de l'organisme a4 l'injection d'une
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catégorie bien déterminée de substances albuminoides du
sang, que ¢'est la globuline seule qui la produit a I'exclu-
sion de « l'albumine » ,

D'un autre eoté, le méme auteur démontra que le
stroma de 'enveloppe globulaire produit 'agglulination
el la précipitation, landis que I'hémoglobine en injection
ne donne pas de résultat, bien que les substances albu-
minoides employées soient deux fois plus considérables
que pour les stromas.

La peptone injectée ne lui a jamais fourni de substance
précipilante chez les animaux, conlrairement & ee que
Myers observa.

Camus, par inlroduction de fibrine de chien dans le
pf&,ril_-ﬂim_‘ du lapin, a obtenu un sérum qui précipitail non
selemenl les solutions de librine de ehien, mais encore
le sérum el la fibrine-ferment du méme animal. Réeipro-
quement, la précipitine obtenue sous linfluenee dinjee-
tions au lapin de sérum de chien, précipitail les solulions
de fibrine du méme animal.

Leblanc reprit le procédé imaginé par Nolf. Il injecta a
des lapins des solutions de globuline et des solutions
d’albumine provenant div sang de vache. Il précipitail les
globulines par demi-saturation au sulfale ammonique,
la sérine, par saturation au moyen du méme sel; mais
au lieu d’'injecter toutes les globulines, comme le faisait
Nolf, il injectait seulemenl les pseudo-globulines, 'euglo-
buline étant préecipilée par une dyalise prolongée. Les
lapins recevaienl environ huit injeclions. Il conslala,
comme Nolf, que le sérum des lapins ayant recu des in-
jections de globuline de vache, provoquait dans le sérum
de celle-ci un trouble manifeste aprés quelques minutes
de contacl el un dépol nolable aprés quelques heures.
Mais le sérum des lapins injectés avec de l'albumine pro-
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duisait, a4 I'inverse de ce que Nolf, aprés un petil nombre
d'injections, il est vrai, avail constaté, un trouble et un
précipité dans le sérnm de vache, lesquels élaient méme
plus importants que ceux que donnait le sérum des lapins
préparés avee la globuline. La spécilicité de ces sérums
précipitants quant & l'espéce animale , était absolue.
L'immun-sérum ne donnail auean trouble, ni avee le sé-
rum de cheval, m avee ceux de mouton, de cochon, ele.
La spécificilé n'était pas moins nelts vis-d-vis des diffé-
rentes proléides du sérum de vache : le sérum du lapin,
injectd de pseudo-globuline, laissait parfaitement limpides
les solutions d’albumine, tandis qu’il troublait énergique-
ment les solutions de globuline. Le sérum des lapin,& -
munisés avee lalbamine laissait limpides les solutions
de pseudo-globuline pour troubler les solutions d’albu-
mine.

On eoncoil par la, que si ces résnllals sont exacts, on
posséderait un procédé facile et préeis pour le diagnostic
des albuminoides en solulion.

Ainsi, Lechainche el Vallée lentérenl d’appliquer le
procédé 4 la clinique pour le diagnostic de la nature
chimique des albuminoides de I'urine dans les néphrites.
Pour cela, ils firenl des injeclions intraveineuses aux
lapins avee une urine contenant 1 & 2 gr. de sérine par
litre. Les injeclions furent conlinuées pendanl trois mois,
les animaux ayanl recu 150 4 200 ce. d'urine. Quinze
jours apres la derni¢re injeclion, ils eblinrent un sérum
achif qui donnail un préeipilé avec la sérine des urines
albumineuses, landis que I'urine normale ou 'urine con-
tenant de la globuline restaient transparentes.

LLinossier et Lemoine. de lenr coté, reprirent 'expé-
rience fondamentale de Nolf, consistant & injecter aux
animaux séparémenl les albuminoides du sérum. Ils pré-

Tl
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cipitérent la globuline de 5 p. de sérum de cheval trés
légérement acidifié par 'acide acétique en y ajoutant 6 p.
d'une solution de sulfate ammonique. Le liquide filtré
conlenait la sérine. Aprés avoir fait des injections répé-
tées aux lapins, ils constatérent que le sérum des lapins
avant recu de la sérine, acquierl le pouvoir précipitani
mais & un degré bien moindre que le sérum des lapins
ayanl recu des injections de globuline. Laction de ces
sérums n'est pas spécifique : lous deux précipitant la
globuline, méme le sérnm obtenu au moyen des injections
de sérine, précipile plus netlement la globuline que la
sérine,

Michaélis, en injectant de la globuline seule, obtinl une
précipitine n'agissant que sur la globuline. En injectant
de l'albumine, il obtint une préeipiline agissanl aussi
bien surla globuline que sur la sérine.

Rostoskl sépare la globuline de l'albumine dans le
sérum de cheval par demi-saturation au sulfale ammo-
nique.

Il ne constate non plus aucune spéeificité, quant a la
nalure chimique des albuminoides. Les lapins injecltés
de globuline ou de sérine donnent un sérum qui préeipite
de la méme fagon les deux albuminoides du sérum de
cheval.

Umber applique le méme procédé aux albuminoides du
blane d'ceuf. 1l constale que les lapins injectés soil de
globuline, soit de I'albumine de I'ceuf, donnent un sérom
qui préeipite les solutions de globuline mais qui ne
trouble nullement les solutions d’ovalbumine.

[Falloise s’esl demandé si les diflérences dans les résul
tals obtenus par les divers expérimentaleurs n'étatent pas
dues, soit & lorigine des sérums t'mpiuyr’-ﬁ (eheval ou
vache), soil aux procédés chimiques ulilisés pour la sépa-
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ration des globulines et des albumines, soit encore au
nomhbre d'injections pratiquées aux animaux, ou bien a la
facon donl chacun observe la réaction. Ainsi, il s'adressa
aun sérum de cheval et au sérum de beeul. Dans chacun
d’eux, il sépara les albumines et les globulines au N0y €1
des procédés employeés par Noll et par Leblane, les deux
anteurs dont les résallals paraissaienl sinon les plus
conlradictoires mais an moins hien différents.

[ soumil tous les précipilés ainsi obtenus a la dialyse
dans 'ean chloroformée pendant huil jours, additionnés de
1 0/0 de Natl el conservés surune couche de ehloroforme.
Il détermina leur teneur en albuminoides an polarimétre ;
o a 10 ee. des solutions obtenues furenl injeclées & des
lapins pendant deax mois & sept jours d'intervalle.

Les résullals furent loujours comparables quelle que
fut l'origine du sérum ou le mode de séparvalion des albu-
minoides : le sérum des lapins injeclés de globuline de
cheval, ajoulé soil & des solutions de globuline de cheval,
soil & du sérum de cheval, v délermina un trouble intense
qui bientol se déposa en précipité abondanl. Ajouté i des
solutions d’albumine de cheval, il y provogua un trouble
i peine appréciable et un dépot trés faible. Avee du sérum
de beeul on avee des solutions de globuline de beeuf, il
produisit apres 24 heures un dépol trés faible; ajouté a
de l'albumine de beeuf, il ne donna absolument rien.

Mémes expériences el mémes résullais pour le sérnm
des lapins préparés avee la globuline et 'albumine du
heeul.

Le pouvoir précipitant do sérum des lapins ayant regu
les injections de globuline, esl non seulement beaucoup
plus intense que celul des lapins immunisés avee la sérine,
mais il se produit encore, d’apres Falloise, aprés un moins
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grand nombre d'injections. L’auteur termine son inté-
ressant travail par les conelusions suivantes : =

1
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« Ou bien I'albumine injectée aux lapins donne & leur
sérum un pouvoir précipitant faible, demandant pour
se produire un grand nombre d'injections, tandis que
les injections de globuline leur conférent un pouvoir
précipitant énergique el rapide, ou bien, ce qui est
plus vraisemblable, les procédés classiques employés
pour la séparation des globulines et des albumines ne
sont pas parfaits el les solutions d’albumine gque l'on
injecte contiennent des traces de globuline, et ce sonl
ces derniéres qui, aprés des injeclions nombreuses,
finissent par conférer au sérum du lapin un pouvoir
précipitant. C'est en revenir & la conclusion de Noll,
qui attribue & la globuline seule la propriété de faire
naitre le pouvoir précipitant. Dans lous les cas, il résulte
des expériences préeédentes que la réaction préeipi-
tante ne fournit pas un procédé permettant de diffé-
rencier stirement, dans les solutlions, les globulines des
albumines. Il en résulte, comme 'ont constaté Linos-
sier eb Lemoine, que la spécificité quant & 'espeee ani-
male n'est pas absolue, puisque le sérum des lapins
injectés de globuline de cheval, précipile bien que fai-
blement le sérum du sang de beeuf. »

Vansteenberghe, dans sa thése inaugurale de 1901

sur les sérums anli albumineux, a étudié au moyen des

sérums  précipitants @ a) les albuminoides du sang hu-
main 1l a obtenu un précipité méme aprés dilution &
1/30.000, tout en constalantla spécificité de la réaction);
b ) les albuminoides du lait; ¢) les albuminoides de 'eunf':

d ) les urines albuminenses,

L.es injections de peptone lui ontl fourni des résultats

négatifs.
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L’auteur termine son fort intéressant travail en émet-
tant les eonclusions suivantes :

1° Si I'on injecte & un animal des albuminoides em-
pruntées & des animaux d'espéce différente, le sérum de
'animal ainsi préparé acquiert la propriélé de préecipiter
en dehors de l'organisme les subslances donl on s'est
Servi.

2" Cette réaction ne devienl manifeste qu’aprés plu-
sieurs injections ; elle parait augmenter & mesure que les
injections se répétent et que la quantité d’albumine aug-
menle. :

3° De plus, elle est spécitique ; le sang d’'un lapin pré-
paré avec les albumines provenanl d'un animal d'une
espéce donnée, ne précipilera que ces albumines et non
celles d'une espéce voisine.

1° La réaction se produil aussi bien quand on se sert,
au lien des liqguides physiologiques comme le lait, le
sérum, le blane d’eeuf, des matiéres albuminoides qui les
composenl. Dans tous les cas, c'esl la globuline qui
produit la propriété préeipitante — Palbumine parait
sans aclion.

5° Les sels les plus divers n'influencent pas cette pro-
priété, qui existe dans le sérum circulant, mais elle eslt
détruite par le chauffage & 70° et parait due & la présence
dans le sang de I'animal immunisé d'une substance pré-
cipitable par I'alcool et active aprés redissolution.

Ceci nous aménera i parler de I'extraction et de la con-
servation du prineipe actil des sérums précipitants, ce que
nous nous proposons de faire au chapitre 11, et en second
lien & mentionner le travail de Corin de Liége, donl nous
reproduisons la partie la plus essentielle, parce que ¢’est
elle quiatlira le plus notre attenlion au poinl de vue de
sa grande portée pratique et de la facilité avee laquelle
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dans 'avenir, tout médecin, aussi bien dans un labora-
toire bien outillé que dans la clientéle privée, pourra ap-
pliquer avec sucecés la méthode dans les cas d'experlises
médico-légales, concernant 'origine des taches de sang.

Corin ayant précipité par le sulfale de magnésie le
sérum de chien immunisé par des injections de paraglo-
buline humaine, avant ensuite purifié le précipité par re-
dissolution dans I'eau, filtration et nouvelle précipitation,
obtint une globuline qui, redissoute dans l'eau, présen-
tail vis-i-vis d’'une solulion de tache de sang humain,
des propriélés netlement précipitantes.

Pour la précipitation de la paraglobuline dn sérum,
Pauteur préfére employer le sulfate de magnésie au sul-
fale ammonique & saluration, pour la simple raison que ce
dernier sel précipite non senlement la paraglobuline, mais
encore l'albumine et qu'on ne saurait dans pareilles con-
ditions laquelle des deuxsubstances dusérum jouit au juste
des propriétés précipitantes. Ainsi done, pour la sépara-
tion de la globuline, nous dit Corin, « on sature le sérum
» & 30 degrés par du sulfate de magnésie, on filtre, on
v redissout le précipité dans une quantité d'eau aussi pe-
» tite que possible : on filtre cette solution et on la préci-
» pite de nouveau par le méme procédé. Si l'on répéte
v celte opération trois fois, la quantité d'albumine qui a
» pu rester incorporée i la paraglobuline est tellement
» faible, qu'elle ne peul plus rentrer en ligne de compte
» dans les propriélés précipitantes.

» La solution de la paraglobuline ainsi obtenue est, 4
» peu de chose pres, aussi active que le précipité que
» donne le sulfale ammonique. Elle a, de plus, 'avanlage
» de ne pas précipiter 'albumine ni la paraglobuline 4
« ratson de sa teneur en sel. Le sulfate de m&gnt"ﬁi{! ne

=

v précipile pas, en effel, 'albumine el le fait que la para-
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» globuline a pu se dissoudre, montre que la solution est
» trop pauvre en sulfale magnésique, pour amener, de
» par ce sel. une préeipitation de paraglobuline dans
v la sérosité examinée. On peul done utiliser la solution
» de paraglobuline active apres lavoir lillrée, sans erainte
» de la voir produire des précipilations par la saluration
v de sel. Le liquide que 'on obtienl dans ces conditions,
peslun liquide opalescent, mais trés suffisamment trans-
v parent, surtout :|u;aml on 'a mélangé o la sérosité sus-
v pecle, pour que I"'on puisse v voir apparailre le précipité
v ocaractéristique Ge n'est plus alors une légére opales-
» cence (que l'on observe, ¢’est un trouble complet, opa-
» que que Pon ne pent confondre avee 'opalescence.

» Jusqu’h présent, Jai loujours ulilisé partlies égales
» de ma solution de paraglobuline el de la sérosité sus-
v peete. Quant i la quantité absolue de paraglobuline qui
»oest néeessaire pour amener la réaction, je ne l'ai pas
v déterminée. Je me contente d'un liquide qui présente
voune légére teinte opaleseente. »

L'auteur insiste encore sur la plus grande concentration
possible de I'extrait aqueux de la tache de sang. Il con-
seille d'utiliser le moins d’eau possible pour la prépara-
tion de cel extrait et de laisser en plus I'ean en conlact
avec la tache le plus longlemps possible. Au besoin, si la
nature de la tache ﬁ'}' préte, on rendra ce conlacl plus
intime en broyant la lache au mortier. La concentration
de I'extrait aqueux lui parait néeessaire, parce que la subs-
lance & précipiter esl de la paraglobuline qui est moins
soluble dans 'eau que l'albumine. Il estime encore qu'il
ne faul pas croire que la macération d'une tache ne don-
nera pas de précipité, lorsqu'elle n'est pas colorée par
I'hématine.

Celle-ci, en effet, allérée par le séjour & l'air et la lu-
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miére, peul ne plus se dissoudre, alors que la paraglobu-
line du sérum se dissout encore trés suflisamment. Par
conséquent, dans la pratique, il peal se présenter des cas
dans lcﬁqlmlﬁ les réactions spectroscopiques ou chimigues
du sang peuvenl faire défaul, tandis que le séro-diagnos-
tic permettra d’aftirmer que on a affaire & du sang.

Corin émel les conclusions suivantes :

« On peut obtenir un sérum précipitant le sang humain
» en injectanl & un animal de la paraglobuline humaine
» par précipitation an sulfate de magnésie & saturation
» & 30 degrés, du sang, des exsudals el des branssudals
» humains. La subslance aclive des sérums précipitants
» est la paraglobuline que 'on peut 1soler el conserver
» probablement indéfiniment & I'élat see, pulvérulent. Le
» sérum desséché purement el simplement parail aussi
hoconserver ses propric¢lés |!I‘{'-1'i11i|+|nlﬂﬁ_ »

Avant de terminer le chapitre de I'historigue. nous pen-
sons, et & juste raison, néeessaire de mentionner |'excel-
lent travail de A. Leblane, de Bordeaux. datant de 1903,
L’aul,e[u‘, aprés avolr exposé nos connaissances sur la
matiére d'une maniére (rés précise el relalé ses inléres-
santes expériences, émel les conclusions suivantes :

I La réaction Bordet-Uhlenhut doit prendre place en
médecine légale dans la  recherche el la diagnose du
sang ;

2° Les résultats ne seront considérés comme positifs
que si la réaction s'est effectuée dans I'espace d'une
heure au maximum, 4 la lempéralure de 32 4 37 degrés ;

3" Les sérums précipitants seronl loujours de prépa-
ration récente et emplovés en médecine légale & 'exclu-
sion des extrails de ces sérums;

4* Jusqu'a ce que des éludes complémentaires aient
bien démontré que les antiseptiques n'onl aucune action

]
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sur les sérums précipilants, on évitera d’additionner cenx-
¢i de substances chimigues quelconques.

L'auteur, en souhaitanl que de nomhreuses recherches
approfondissenl 'importante méthode, Lermine ainsi :

« Nous conclurons, avee M. Barthe, que la présence du
v sang étant démonltrée par la production des eristaux
v d'hémine et an hesoin par Pexamen speclroscopique,
» la réaction Bordel-Ullenhut sera le prineipal élément
» d'investigation pouvant permettre & un expert de se
o pronancer sur i'nl'igim- ]H‘n|m|l|ﬁ{]f' ee sang. [l demenre
v enlendu quielle seule ne suftirapasa aftirmer la présence
» du sang el encore moins d'affirmer 'origine de ce sang.
» Elle prend place avant P'examen microscopique des
w hémalties el surloul avanl leur ‘mensuration. Entre les
» mains d'un expert pradent el habile, elle pent faciliter

v le dingnoshie du sang humain. »

e i, S mena.




CHAPITRE 11

TECHNIQUE OPERATOIRE

Nous venons de voir dans la premicre partie de ce tra-
vail que les procédés d'expérimentation sont variables
sumivant les auteurs. Les lentalives ne mandquenl pas el
le dernier mol n'est pas encore dil. Sans avoir la prélen-
tion de préconiser une méthode précise el irréprochable.
nous nous proposons d'une parl de mettre en reliel les
points les plus importants pour Ia préparation des sérums
précipitants, el d'autre part d'indiquer la pratique qui
nous a paru la meilleure d’aprés les recherches que nons
avons enbreprises au laboratoire de médecine légale sous
la direction de notre maitre M. le professeur Sarda.

Pour chaque question nous trailerons la lechnique &
suivre, tout en mentionnant les essais qui onl éLé tentés
par les différents expérimentateurs.

1o Choix de I'animal iinjecler. — La plus grande partie
des expériences, el les notres en particulier, onl éLé pra-
tiquées sur le lapin qui résiste bien a l'infection, est trés
maniable et s'immunise avec un nombre d'injections rela-
tivement restreint élant donné son poids habituel de 2 k.
4 2 k. 500. A. Leblanc préfére les lapins gris aux noirs ou
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blanes, qui lui paraissent d'une conslitution plus délicate.
Fin ce gqui nous concerne, nous n‘avons observé aucune
différence en prenant les précautions antisepligques usuel-
les. Una reprochdé d Fanimal de ne donner que de pelites
quantités de sérum. Nous pensons pourlanl gu'avee 50
ce. de sérnm que lon obtient aisément, on en a assez pour
la réaction si le sérum esl suflisamment achtif. Arthus el
Corin ont employé le chien 4 cause de la plus grande
quantité de sérnm que I'on en retire sans le saerifier.
Nous 'avons expérimenlé sans sucees, Fanimal exigeant
pour son immunisation de lrop nombreuses injections :
en plus, il nous parait moins maniable et d’'un entretien
plus cotiteux que le lapin.

Des tenlalives semblables ont é1é failes sur les agneaux
(qui présentent les mémes inconvénienls que les chiens.

2" Liguides a injecler. — Les expériences nous mon-
lrent que le hquide albuminoide le plus aetil pour la pré-
paralion de Fanimal est e séram humain. Mais on com-
prend combien il est malaisé de s'en procurer i volonlé
aujourd hui on P'on ne saigne plus 4 outrance.,

Pour nos expériences nous nous sommes servi surtoul
de sérum humain. Le sang, recueilli dans un flacon stéri-
lisé, fut laissé dans le laboratoire pendant 24-48 h. & la
température de 12° jusqu’d séparation dusérum. Au bout
de ce temps nouns lavons réparti dans de petits flacons
stérilisés et obturés par du colon hydrophile jusqu’a uti-
lisation pour la pratique des injections.

A défant de sérum on peul faire usage des liguides des
exsudals humains : liquide plenrétique, aseitique, liquide
d’hydrocele. Mais dans ces cas nous considérons que les
injeclions devront étre plus nombreuses que quand on

2
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emploie le sérum, & cause de la moindre teneur des séro-
sités en globuline, élément aclif.

Ainsi que nous l'avons déji vu, on a encore immunisé
des animanx avee suecés an moven du lactosérum, de
I'urine albumineuse, ete.

Avanl de terminer celle question, nous lenons i men-
tionner les injections de globuline on para-globuline
faites par Noll, Leblane, Linossier el Lemoine, Falloise,
Corin et nous-méme. La question . a é1é suflisamment
étudiée dans le chapitre précédent pour que nons n'y
insistions pas davantage. Cependant il ne nous parail pas
inutile de dire qu'a la rigneur on peut se dispenser de
ces injections ainsi que de la précipitation primitive de la
globuline du sérum, pourvu que celle dernicre opération
porte sur le sérum de 'animal immunisé (voir conserva-
tion de la propriété préeipitante).

3* Les injections. — Elles doivenl étre failes avee une
Sél'illglw stérilisée de 54 10 ce. La voie qui nous a paru
la plus commode esl la voie sous-culandée. On a proposé
la voie intra-péritonéale ou la voie intra-veineuse. Le
sérum des lapins injectés par la voie sous-culanée s'esl
montré aussi aclil que celui des mémes animaux ayanl
recu des injecltions inlrapéritonéales. Pourquoi done,
dans la pratique, ne pas préférer une voie qui a tous les
avanlages des anlres sans en avoir les inconvénients 7 Le
nombre des injections varie suivant les auteurs.

Uhlenhut pratiquait cing injections de 10 ce. tous les
six & huit jours. |

Wassermann el Schiilze cing & six injections de 10 ce.
a deux jours d'inlervalle el saignail une semaine apres.
Linossier el Lemoine 10 ce. tous les six a huil jours el
sacrifiaient 'animal aprés la einqui¢me injection. Pour
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nos lapins, nous avons praliqué avee suceeés deux séries
de cing injections de 5 ee. chacune: la premiére 3 une
semaine d'intervalle el saignée la semaine suivanle, et la
seconde tous les trois jours el saignée Je 22 jour. En
plus, nous avons essayé le procédé de Wassermann el
Schitlze également avee sucees

A la suite de nos recherches, nous sommes porté i
croire que le nombre d'injections doil étre loujours en
rapporlt avee le poids de lanimal en expérience. Si eing
injections de 5-10 ce. sultisent pour 'immunisation du
lapin, il en fant beancoup plus pour celle du chien.

I+ Le séram réaclif. - L’animal ayanl recu le nombre
d'injections néeessaive pour rendre son sang actif, on
peul, en lui piquant Poreille, retiver quelques ce. qui
servironl a faire Uépreuave-de la réaction. Celle-ci étant
positive, aprés un jeine de 24 h. on saigne 'animal en
recuetllanl son sang dans un flacon stérilisé. On le laisse
reposer pendant 24 48 h. jusqu'a séparalion du sérum,
qui doit étre limpide el trés peu coloré; au besoin, on le
soumel a la centrifugation, opération préférable a la filtra-
tion.

2" La réaction. — Dans la pratique des expertises pour
reconnaitre origine dn sang, le médecin légiste aura
presque loujours allaire & des laches de sang [rouvées
surun linge ou d’aunlres objets. Glest par conséquent sar
ce poinl que nous devons insister davanlage. Mais malgré
cela, nous ne devons pas oublier que dans eerlains eas,
rares il esl vrai, on peal avoir i diagnosliquer 'origine
du sang frais non plus & I'état de taches plus ou moins
desséchées mais a Pétat liguide.,

Dans ces condilions, en nous conformant aux travaux

L



s

déja parns et en avant comme guide les résultals de nos
expériences sur la valeur négative de la spécificité abso-
lue des sérums, nous pensons qu'il faut diluer suffisam-
ment le sang de fagon & oblenir une solution & peine tein-
tée de rouge, cav si 'on opere avee une quantité de sang
plus grande qu’il pe le faudrait, on visquerait fort de tom-
ber dans de graves erreurs, en obtenant des précipilés
avec des sangs autres que celui dont le sérum servit &
immuniser 'animal. La précipilation avec le sang frais
s'observe de 24 bheures i latempératlureambiante (15-207),

Pour I'examen des taches, on doil opérer de la maniére
suivante : si les objets maculés, en présence desquels on
se trouve, sont durs, on les gratte jusqu'a enlévement
complet de la tache dont les détritus sont regus dans un
verre de montre ; si, par conlre, les objels sonl mous,
comme les étoffes, on en découpe une rondelle d'un een-
timétre carré & peu prés que l'on [ail macérer dans un
verre de montre conlenant 2 4 3 ce. de la solution physio-
logique de NaCla 7 p. 1000. La macération doil étre pro-
longée d'un quart d’heure i 1 heure, suivanl 'élat ancien
de la tache. Ceci fail, on peul centrifuger le liguide avant
de le mettre en contact avee le sérum réactif. Si la lache
ne se dissoul pas facilement, il vaul mieux emplover, & la
place du NaCl a4 7 p. 1000,une solution de soude a 1 p.100.
La réaction doit étre faite dans de pelits tubes coniques
de 8 & 10 centimétres de long sur 4 & 6 millimétres de
diamétre. 11 est bon d’en avoir plus d'un pour fairve plu-
sieurs essais comparalifs en méme lemps avee le sang de
différenles espéces. Dans chacun des lubes on mel 2 &
J ec. du sérum réactif ou de la solution de para-globu-
line humaine, si l'on opére avee cétle dernitre, el quon
mélange avee les 24 3 ece. de macération des taches de
sang des différenles espéces en expériences. Dans ces cir-
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constances, aucun trouble ou préecipité ne doit se former
d’emblée dans les mélanges. Pour observer le précipité
qui se forme dans le tube contenant le sang dont le sérum
servil & immuniser Panimal, ou bien il faul attendre quel-
ques heures (24 an maximum), ou il faut porter les tubes
a 'étuve 3 37° ou au bain-marie de 35 4 38°. Ainsi, au bout
de dix & quinze minutes, on voit apparaitre dans le tube
conlenant la macération de la tache humaine (le sérum
¢lant réaclif vis-a-vis du sang humain) de petits flocons
isolés dans la masse duo liquide formant un trouble qui
bientol ne tardera pas & se ramasser au fond du tube en
précipilé plus ou moins volumineux, suivant lactivité du
sérum réactif. Si on procéde de cette fagon, aucun trou-
ble ne doit se manifester dans les autres tubes ; ainsi done
on aura une réaclion qu'on a appelée spéeifique, sans
pourtant que eetle spéeificité soit absolue. Le méme phé-
noméne doib élre observé si, 4 la place de la maeération
de la tache suspecte. on emploie 2 4 3 cc. de sang frais
en solution & peine teinlée de rouge.

b La réaction esl-elle spécifigue? — Ainsi que nous
I'avons vu dans Phistorique, les premiers expérimenta-
teurs onl en une tendance a croire que la réaction des
sérums précipilants élait spéeifique, ¢'est-a-dire que si un
lapin recevait une série d'injections de sérum humain, son
sérum aurail la propriélé de donner un précipité rien
qu’en présence du sang ou du sérum humains, le sang des
aulres mammiléres restanlabsolument inaetif i son dgard.
=1 la chose élail exacle, loule discussion postérieure serait
déplacée et aucune difticulté ne se présenterait dans la
pralique de la réactton. Mais, malheurensement, le fait
n'esl poinl aussi simple qu'on I'a eru au premier abord.
En effet, on a vu par les expériences de Wassermann et
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Schiitze que le sérum du lapin immunisé avee du sang
humain, tout en précipitant le sang humain, donnail un
trouble avee le sang du singe : le fait a ét¢ démontré une
fois de plus par les travaux de Nuttal. Ainsi doneon acru
bon de persister & I'idée de la spéeificité loul en admet-
tanl une exception qui, au dire de cerlains auleurs, ne
faisail que confirmer la régle. La réaction devenail par
conséquent spéeifique vis-4-vis du sang qui servail 4 la
préparation de animal, el vis-ii-vis des élres de la méme
espéce : homme-singe, pigeon-poule, ele. Une pareille
conceplion était de nature & rendre facile la pratigue de
la méthode, le médecin expert n’ayant presque jamais a
reconnaitreen méme lemps que les taches du sang humain
celles du sang de singe.

Celte opinion erronée fut battue en bréche depuis 1902,
époque de lapparilion des Llravaux de Linossier el
Lemoine, qui ont démontré que la spéeificité absolue de
la réaction faisail défautel qu'il n’existe qu une spéeificilé
relative quant & l'espéee. & condition que I'on opére avee
de fortes dilutions de sang : chose parfailement réalisable
quand on opére avec les macérations des taches de sang.
Nos expériences onl élé conformes & ces dernitres don-
nées. En opéranl avee du sang frais el en solulion con-
centrée, nous avons obtenu un préeipité dans lous les
tubes dans lesquels nous avons mélangé nolre sérum
réactif avee le sang humain et celui d’animaux différents,
avec celle reslriction pourtant que le premier précipilé en
date (2 heures aprés le mélange el 4 la tempéralure du
laboratoire) étail dans le tube qui contenait du sang
humain ; avee des dilutions de sang étendues el |n*111:*.u10—
rées en rouge, nous avons obtenu un seul précipité dans
le tube conlenant le sang humain, le conlenu des aulres
tubes restant parfaitement transparent. La méme épreuve



faite avee la macération des taches nous donna les mémes
résultats que les dilutions sanguines étendues.

Par conséquent, nous nous croyons aulorisé a dire
que, dans la pratique des expertises médico-légales, 1l
exisle une spécilicité de la reaction en ce sens que l'on
obtient un préeipité avec la macération de la tache du
sang de l'espece dont le sérum a servi & I'immunisation de
I'animal enexpérience, mais, qu'en théorie, il n'y a qu'une
spécificité relative, & condition que l'on envisage le
degré de dilution el le temps néeessaire & apparition du
premier précipilé,

7° Conservalion de la propriélé précipilanle. — Une
question qui a vivemenl préoccupé les savanls est celle
qui consisle & conserver les sérums précipitanls sans
ancune altération de leur propriété précipitante. Linos-
sier el Lemoine ont tenté d'y arriver parla dessicealion du
sérum dans le '.'irJl.*_. De Nobele, en desséchant le sérum
dansle vide, a obtenu de petites lamelles qu'il aconservées
a l'abri de la lumiére dans des tubes scellés a la lampe.
Le sérum ainsi conservé pendanl six mois, possédait
encore loute son activité. Arthus el Vansteenberghe ont
employé le fluorure de Na & 1 p. 100,

Corin, ayanl essavé de le conserver dans le chloroforme
sans grand sueets, s'est demanddé sioon ne pouvait pas
arriver i des résultals meillenrs en s’adressant i la subs-
lance active du sérnm, la globuline, que Pauteur carac-
térise en la dénommant paraglobuline. Clest ce dernier
mode de  conservalion que nous avons étudié d'une
manitre spéeiale et qui noas paraitélre supéricur 4 lous les
autres moyens. Mais avanl de nous adresser a la para-
globuline, nous avons vouln voir ce que l'on peul penser
des autres modes de conservalion. Pour cela, nous avons
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essayé de conserver le sérum asepliquement dans des
tubes stérilisés, dans la solution de NaF| a 1 p. 100, dans
le chloroforme, dans le thymol & 1 p. 100, Les tenlalives
ont élé infructueuses non seulement parce que les sérums
se sonl altérés par trouble el précipilation, mais encore
parce que, dans ces condilions, le pouvoir précipitant va
en diminuant pour disparaitre enliérement & un moment
donné. Le seul moyen que l'on puisse uliliser ponr conser-
ver laclivité des sérums précipitants est celui qui consiste
4 conserver a |'étal sec la globuline, qui esl la substance
active de ces sérums. Clest ellé qui permetlra & loul ex-
pert outillé ou non de faire le diagnostic d'une tache de
sang provenant de 'espece humaine. En effel, dans l'ave-
nir, Pexpert chargé d'un tel diagnostlic n’aura qu'a se pro-
curer un peu de globuline appartenant & un animal immu-
nisé avee le sérum humain, sans avolr recours i une
expérimentalion assez longue,demandant une installalion
particuliére.

Etant donnée la grande imporlance de la question qui
nous occupe. nous allons déerire le mode opératoire que
nous avons suivi en vue de la conservation de ['activité des
sérums précipitants. Voiel comment nous avons procédé:
Le sérum de I'animal, préparé par des injeclions de sé-
rum humain est lrailé par le sulfate de magnésie & salura-
tion. Celle-ci est oblenue par titonnement. Le sel esl
versé dans le sérum par petites quantités, toul en I'agi-
tant avee une baguetlle de verre. Le sérum se trouble el
présente une coloration lactescente. La saluralion esl
compléte quand les derniers cristaux.du sel ajoutés se
dissolvent trés difficilement. On laisse reposer le liquide
tel quiil est de 6 & 12 heures 4 la lempéralure ambiante
(15-20%). Au boul de celaps de lemps, les flocons de glo-
buline se ramassent au fond du liquide. Par filtration, la
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sérine passe a lravers le papier a filtre. tandis que la glo-
buline s’y arréte, formant une sorte de pale adhérente
que l'on détache & la pointe d'un coutean préalablement
flambé. La globuline que I'on obtient ainsi est redissoute
dans quelques cenlimétres cubes d'eau dislillée. La solu-
tion est filtrée et précipitée & nouveau au sulfate de ma-
gnésie. La méme opération est répélée une seconde [fois.
Une troisiéme précipilation suil au méme sel avee filtra-
Lion conséeutive. Le résidu resté sur le fillre est soigneu-
sementenlevé et placé dans de pelils récipients stériliseés.
La globuline ainsi obtenue est exempte de toute albumine
el peal étre longlemps conservée sans perdre ses proprié-
lés.

LLorsque, en cas d'experlise médico-légale, on esl
appelé a en faire usage, on pése une certaine quantité de
globuline que l'on fail dissondre dans une quantité déter-
minée d'eau distillée. Nous conseillons la solution a 1 p.
100 (0,10 centigr. de globuline dans 10 centimétres cubes
d'ean distillée) comme donnant les résultats les plus
salisfaisants.

l.a solution obtenue, filtrée pour la débarrasser de 'ex-
ces de sulfate de magnésie, esl préte & donner la réaction
précipilante en présence de la maeéralion d'une lache de
sang humain en opérant ainsi qu'il a été indiqué dans
I'article 5 du présent (!ll%‘lilill't‘, cest-A-dire qu'en mellant
24 3 centimetres cubes du liquide de macération en pré-
sence d'une quantité égale de la solution de globuline a
1 p. 100, on obtient un précipité avec le sang humain
(dans 48 heures au maximum). L

[l nous parailindispensable,pour le diagnostic de P'origi-
ne d'une tache de sang,de ne poinl se contenler d’examiner
st la tache suspecte donne un précipité avee la solution de
alobuline normale (globuline précipitant le sang humain},
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mais de faire des essais comparalifs avec les macéralions
de taches de sang des différents animaux avee la méme
solution de globuline. Dans ces condilions, deux phéno-
ménes peavenl se présenter : ou bien on obtient un préci-
pité unique avec la seule macération de la tache de sang
humain, et alors la réactien présente le caractére de spé- |
cificité, ou bien on a des précipilés encore avec les aulres
macérations, avec cette caractéristique que le plus abon-
dant et le premier en date est donné par le sang humain.
Ce dernier cas, nous avons pu I'éviler en employanlt des
solutions de glnhﬁline a 1 p. 100. Le précipité ainsi obte-
nu a été nel & la température du laboraloire au bout de
48 heures, précédé les 24 premiéres heures par un trou-
ble spécifique. Les solutions plus concentrées nous onl
donné un précipité au bout d'un temps moins long (solu-
tion au 1,50 précipité dans 24 heures) n'ayant rien de spé-
cifique, parce que, dans les mémes circonslances, les
macérations des laches de sang d’espeéces différentes
ont présenté un trouble qui ne tarda pas 4 se transtormer
en précipilé moins abondant cependant que celui donné
par la macératlion de tache de sang humain.
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CHAPITRE l1i

NOS EXPERIENCES

La question de la diagnose de l'origine du sang par le
procédé des sérums précipitants, n'étant pas encore tran -
chée d'une maniere définitive, nous avons enlrepris, sous
I'inspiration de notre maitre M. le professeur Sarda, une
série d'expériences pour nous rendre compte de la valeur
réelle de la méthode, contribuer ainsi 4 sa vulgarisation
et indiquer ce qui pent entrer dans la pratique des exper-
lises médico-légales.

Aprés avoir indiqué la technigque opératoire, nous
croyons indispensable de rapporter les prineipales expé-
riences qui nous onl servi de guide pour la rédaction du
chapitre précédent.

PremitRe EXPERIENCE. — Séram d'dne injecté au lapin.

Le 18 oct. 1903, nous avons retiré 800 ce. de sang 4 un
ane. Le liguide, recu dans un flacon aseplique, fut posé
jusqu'au 22 dans un endroit obscur et frais du laboratoire

P T T



-

SR e

pour faciliter la séparation du sérum. Le sérum, treés lim-

pide, fut recueilli dans une série de petits flacons aseptisés
de 50 cc. Nous avons fait nos premiers essais d'immuni-
sation sur des cobayes. Les résultats furent pev encou-
rageants, quelques uns des animaux ayant succombé de
péritonite de la 3" & la 4™ injection de 5 ce. dans le péri-
toine, les aulres n’ayanl donné gu'une minime quantité
de sérum inutilisable.

En méme temps que les cobayes, nous avons injecté
deux lapins noirs de 2 kil. chacun.

23 octobre 1903. 17 injection de 5 ce. du sérum d'ane
dans le péritoine.

30 octobre 1903. 2° injection de 5 ce. du sérum d’ane
dans le péritoine.

6 novembre 1903. 3" injection de 5 ce. du sérum d'ane
dans le périloine.

13 novembre 1903. 4° injectionde 5 ec. du sérum d’ane
dans le péritoine. '

20 novembre 1903, 5* injection de 5 ce. du sérum d’ane
dans le péritoine.

28 novembre 1903. Saignée de I'animal.

Le sang, recueilli aseptiquement, fut exposé & l'abride
la lumiére et de la chaleur pour la séparation du sérum.
Ce sérum n’étant pas bien limpide fut filtré & deux tois
successives.

Le 1** décembre 1903, & la température de 12°, 3 cc.
de sérum de lapin furent distribués dans quatre tubes &
essal contenant chacun deux gouttes de sang d'ane, chien,
cobaye, homme. Un trouble apparutimmédiatement dans
chacun des tubes, mais beaucoup plus abondant dans le
tube contenant le sang d’ane. Deux heures aprés le Lrou-
ble fut remplacé par un précipité au fond des  tubes,
beaucoup plus précoce el plus marqué dans le tube &
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sang d'ane. Le précipité s'accentua jusqu'au lendemain
matin, apparaissant ainsi dans tous les tubes. Dans ces
condilions nous avons cherché jusqu’a quel degré de
dilation le précipilé persistail dans les différents tubes.
(C'est ainsi que le 2 décembre nous avons ajouté 2 ce.
d’eau distillée dans chacun de nos tubes. Le précipité dis-
parut, sauf dans le tube contenant le sang d'ane, pour
reparailre le lendemain matin mais en Lrés petile quan-
lité. La méme opération fut répétée ce jour-la et 2 ce.
furent ajoulés i nouveau d chacun des tubes.

Le 4 décembre, le précipité étant assez volumineux
dans le tube i sang d’ane el & peine marqué dans le lube
i sang humain, nous avons ajouté b ce. d’eau distillée
dans chacun de ces deux tubes et, en renouvelant la méme
opération le lendemain, nous sommes arrivé & n'obtenir
qu'un seul préeipilé, el cela dans le tube contenant le sang
d’ane. Ainsi done le préeipité caracléristique de la réac-
lion n'a ¢té obtenn qu'avee nne goutte de sang d'ane en
présence dun 1/2 ec. de sérum dilué dans 12 d'ean dis-
tillée.

Druxieme ExpeEriENcE. — Méme sérum en élal de

putréfaction.

Le 14 décembre 1903, 5 ce. de sérum du méme lapin,
en voie de putréfaction, sont porlés & 15 ee. par addition
de 10 ce. d’eau distillée. Les 15 ce. sont répartis en
quantité égale dans quatre lubes, Dans chacun des tubes
nous avons ajouté au sérum deux goultes de sang des
espéces suivantes: dne, cobaye, chien, homme. L'ex)é-
rience faite le matin &4 11 h. 1/2, 4 la température de 12°,
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on observe un précipité caracléristique a4 3 h. de Paprés-
midi dans le tube contenant du sang d’ane. Aucune lrace
de précipité ni de trouble dans les autres tubes. Le lende-
main matin, le méme phénoméne persiste. Mais le (6
décembre, un trouble se manifeste & la surface des liqui-
des da probablement & leur allération, l'expérience ayanl
été pratiquée d'une facon seplique.

TroisieME EXPERIENCE. — Liguide ascilique injecté

au chien.

Le 31 octobre 1903 on recueille asepliguement 200 ce.
de hquide ascitique rés limpide et de couleur jaune
citrin  provenant d’une cirrhose atrophique. Le liguide
esl injecté dans le périloine de deux chiens, 'un de 7 kil.
el l'autre de 4 kil. 500. Chacun d’eux recoit une injection
de b ce. toutes les semaines. A la fin de la cingquiéme
semaine nous retirons quelgques cenlimétres cubes de sang
en piquant l'oreille de 'un des animaux. 3 ce. du sérum
obtenu sont additionnés a une goutte de sang humain.
Le mélange ne nous a produil ni précipité ni trouble de
24 4 48 heures aprés.

Avantde conclure d'une maniére formelle que l'expé-
rience éltait négative, nous avons voulu faire une derniére
tentative. Pour cela nous avons ponctionné la jugulaire
duchien et nous avons eu 200 cc. de sang. 2-3 ce. du
sérum obtenu nous les avons mis en présence de deux
goutles de sang humain, sang de chien, lapin el sang
d’ane, sans gu'aucune précipitalion ne se soit manifestée
dans I'espace de 48 heures. Par conséquent le sérum du
chien se montra nettement inactif, le nombre d’injections

4
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de liquide ascitique n’ayant pas été suftisant pour son
immunisation.

QUATRIEME EXPERIENCE. — Sérum humain injecté au chien

Lexpérience précédente nous a amend & faire de nou-
veaux essais sur le chien en substituant au liquide asci-
tigue le sérnm humain.

Pour cela, avanl en Poceasion d'avoir 150 ce. de
sérim, nous avons essaveé d'immuniser deux chiens 'an

de 6 kil, 100 et Pautre de 5 kil. 800. Le premier recul tous
les G jours 5 ce. de sérum en injections intrapéritonéa-
les, le second la méme quantité et dans le méme intervalle,
mais dans le tissu cellulaire sous-eutané. Huil jours aprés
la cinquiéme injection, nons avons retiré 150 ce. de sang
en ponclionnanl la jugulaire du premier. Le lendemain
de la saignée, nous avons expérimenté le sérum obtenu :
1 avee du sang [rais ; 2° avec la macération de taches de
sang, Pour cela, nous avons pris deux séries de tubes
conlenant chacun 3 ce. du sérum de chien : dans la
|11'u|ni1"|'{'. sérle nous avons mis nolre sérum en |'.L|‘f"5u|'|(‘l}
de trois goultes de sang d’homme, chien, lapin, ane ;
dans la seconde, le sang frais a é1é remplacé par la ma-
eération des taches de sang de 3-5 millimétres de diamé -
tre, dans 2 ce. de sérum phj':'iiulﬂgiqﬁm Les taches
dalant de quelques jours avaient été faites sur des com-
presses avee du sang humain, sang de chien, lapin et
sang d'ane.

[’expérience faite vers 3 h. de l'aprés-midi n’avait
donné encore aucun précipité le lendemain matin. Seul,
le tube contenant les trois gouttes de sang humain frais
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présentait an fond du tube, autour du petit dépol des glo-
bules rouges, un Lrés léger halo blanchatre. Notre expé-
rience élait donc négative, le nombre d’injections n'avant
pas été suffisant pour immuniser l'animal.

CINQUIEME EXPERIENCE. — Lapins injectés de sérum humain

Le chien n'ayant pas donné des résultats satistaisants,
son immunisation exigeanl de grandes quantités de
sérum, nous nous sommes déeidé & continuer nos recher-
ches en nous servant du lapin. Ainsi done le 6 février 190
nous avons commenceé a injecter denx lapins gris de 2 k.
4 2 k. 500. Chacun d’eux recevait  cc. de sérum lous les
trois jours. Mais landis que le premier recevait des injec-
lions intrapéritonéales, le second les recevait dans le tissu
cellulaire sous-cutané. Aprés la cinquiéme injection, le
22 février, nous avons sacrifié nosdeux lapins pourexpéri-
menterséparément leur sérum et voir si, d'une part. il était
précipitant vis-d-visdu sang humain et, d'autre part,s’iln’y
avail pas de différence dans la réaction entre le sérum
des deux lapins. Pour cela, nous avons disposé deux séries
de petits tubes & pied, & fond conique, de 10 cent. de hau-
teur sur 4 mill. de diamétre. Dans la premiére série nous
avons versé 2 cc. de sérum du lapin immunisé par des
njections sous-cutanées ; dans la seconde, 2 ce. de
sérum du lapin préparé par des injections intra-périto-
néa les. Dans les tubes de chaque série nous avons ajouté
deux goutles de sang humain, de chien et de lapin. L'ex-
périence fut pratiquée le matind 11 heures, et on observa
un trouble floconneux vers 2 heures de Paprés-midi dans
les tubes contenant le sang humain : le lendemain matin,
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le trouble était transformé en précipité caracléristique

aunssi abondant dans le lube contenant le sérum du lapin -

immunisé par voie sous-cutanée que dans le tube conte-
nant le sérum du lapin immunisé par voie intra périto-
néale.

e contenu des autres tubes élait resté parfaitement
transparent.

SIXIEME EXPERIENCE. — Méme séram, laches de sang.

Nous avons employé le sérum des lapins précédents
non seulement pour la recherche de l'ovigine du sang frais
mais aussi pour le diagnoshie de Forigine des laches du
sang exposdées b la dessicealion depuis deux mois. Ces
laches onl &1é [ailes sur des compresses avee du sang
humain, sang de chien, de lapin el sang d’ane. Pour ob-
server la réaction. nous avons fail macérer une parecelle
de quelgues millimétres des étofles maculées dans 2ce. de
sérum physiologique & 7 p. 1000 dans un verre de montre.
Aprés une macération de 1/2 h., chacun des liquides ob-
tenus (ul versé dans un des tubes préecipités contenant
2 ce. de sérum de lapin.

Dans l'espace de 24 h., nous avons observé un préci-
pité net dans le tube contenant la macération de tache de
sang humain. L'expérience, répétée dans les mémes con-

ditions, donna les mémes résultats pnsitjt'.-s.
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SEPTIEME Exreriexce — Méme sérum, laches anciennes.

Le sérum ci-dessus a été employé le 1 mars l!_]ﬂ-l pour
déterminer l'origine humaine des taches de sang. Les
taches se trouvaienl sur un morceau d'élolfe maculée en
octobre 1902 et provenant d'une affaire d’assassinat.

[’expérience faite dans les mémes conditions a été posi-
tive, notre sérum donnant un précipilé abondant avee la
solution saline provenant de la macéralion des diles
taches.

l.es macéralions des mémes taches donnérent des résul-
tals comparables & ceux-ci avee la globuline fraiche du
méme sérum.

HuUITIEME EXPERIENCE. — (rlobuline du méme sérum.

Du sérum précédent nous avons séparé la globuline de
la sérine et nous sommes servide la premiére comme
substance active. Pour cela, nous avons suivi les conselils
donnés par Corin. 25 gr. de notre sérum [urenl saturés
de sulfate de magnésie. Le précipité obtenu fub filtré,
extrait du filtre et redissous dans l'eau distillée, puis de
nouveau filtré. La méme opération a été¢ répéiée Lrois fois,
Ainsi nous avons obtenu une solution de globuline desti-
née & élreemployée & la place du sérum lui-méme. 3 ce.
de cette solution ont éL¢ Lraités dans chacun de nos tubes
par deux gouttes de sang humain, .‘-‘;:Iﬂ.’g de chien, lapin et



i g R e

sang d’ane. Aun bout de 24 heures, un précipité nel se
forma dans le tube qui conlenait du sang humain avee un
trés léger halo au fond du tube contenant du sang d'ane.
Par conséquent cette expériencesemble bien moaltrer que
la globuline est la substance active des sérums préeipi-
tants.

NEUVIEME EXPERIENCE. — Lapin injecté de globuline
pleurélique.

['expérience négalive des chiens injectés avec du liquide
ascitique et la conceplion que la globuline agit comme
substance des sérums, nous ont amend A revenir sur les
expériences de Noll, Leblane, Corin, Linossier el Lemoi-
ne. De 150 ce. de liquide d'un hydrothorax, nous avons
extrail la globuline par le procédé déja déerit.

La solution de globuline oblenue fut injectée dans le
tissu cellulaire sous-cutané d'un lapin gris de 2 k. 620.
Les injechions ont été de Hee., faites & 3 jours d'intervalle
avec saignée de I'animal le 16¢ jour aprés la premiére
injection. 3 ce. du sérum obtenu furent mélangés a deux
goulles de sang d’homme, chien, lapin et sang d'ane dans
chacun de nos tubes coniques. L'expérience faite a 4 h.
du soir nons présente un préeipité trouble le lendemain
malin, dans le tube conlenant du sang humain, le con-
tenu des aulres restant limpide.

Nolre sérum élant précipitant envers le sang humain
frais & I'exclusion du sang d’aulres espéces, nous avons
cherché si la réaction était aussi positive avec la maeé-
ration des taches de sang. C'est ainsi que 3 cc. de notre
sérum furenl mélangés a 2 cc. de la macération saline
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des quelques millimétres de diamétre des taches de sang
humain, chien. ane, [ailes sur des compresses depuis
2 mois. Ceci fait & 11 h. 1/2 du matin, aucune réaclion
n'a été observée jusqu’d 3 h. du soir, mais le lendemain
matin un préecipité net existait au fond du tube contenant
la macération de tache de sang humain.

L'expérience étant conforme & nos prévisions, nons
avons préeipité la globuline du sérum suivant le procédé
habituel. La globuline obtenue ful conservée bien asep-
tiquement depuis le 15 mars 1901 jusqu’an 7 aveil 1904,
Alors 0,10 centigr. de globuline furent dissous dans 10-ce.
d'eaun distillée ; aprés filtration, le liquide de la solution
fut mélangé, dans quatre tubes, avee le liguide de la ma-
cération des taches de sang de chien, ane, mouton, datant
de la veille et de tache de sang humain existant sur du
linge maculé depuis un mois. Dans les 24 premiéres
heures aucune précipitalion ne se manifesla. Sans perdre
patiﬂm:n, nous avons attendu encore 24 h. et nous ne fMimes
nullement surpris de voir qu’un précipilé finit par appa-
raitre dars le tube & sang humain sans qu’aueun trouble
se soil manifesté dans les aulres tubes, ce qui ne persisla
pourtant pas. car, a lasuite, des précipités pen abondants
y onl apparu.

Cette dernieére particularité ne diminue en rien la valeur
de 'expérience, le précipité le plus abondant et le premier
en date étant le spéeifique.
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Dixieve Experience. — Relalive a la conservation
de la Jm'nprfé.:'é précf}?ﬁanfe.

LLa question de la conservalion de la propriété préeipi
tanle nous avanl particuliérement préoceupé, nous avons
voulu voir ce que peuvent donner les différents moyens
proposés par les auteurs. Pour cela, le 24 février 1904,
nous avons conservé aussi aseptiquement gque possible
dans un tube obturé au coton hydrophile, 5 ee. du sérum
d'un lapin prépard avee des injections sous-culandes de
sérum humain.

Le 2 mars 1904, 45 ce. de sérum d'un autre lapin
préparé de la méme maniére, nous avons additionné 5 ce.
d'une solution de NaFl 4 1 0/0. D'un aulre coté la méme
quantité de sérum fut mélangée 4 une quantité égale de
chloroforme. Enfin nous avons voulu faire'un nouvel
essal en employant le thymol comme moyen de conser
valion et le méme jour 5 ce. du méme sérum furent mis
en présence de 5 ee. de la solution de thymol & 1 0/0.
e toul a é1é conservé d'une facon aseplique.

Le 9 aveil 1904, nous avons expérimenté toules les pré-
parations précédendes afin de voir si la propriété préei-
pitante des sérums conservés élail aussi active qu'a 1'état
frais.

Les liquides étant légérement troublés mais ayvant
surloul donné une abondanle précipitation, nous les
avons filtrés. Puis an liguide de filtration nous avons
ajouté 3 ce. de la macération de tache de sang humain
datant de quelques jours.

s
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L’expérience ne montra aucun précipité caraclérislique
le premier jour, mais dans les 24 h. une légére précipita-
tion se montra dans le tube qui contenait le sérum con-
servé dans le NaFl : précipitation qui n'étail nullement
aussi caractéristique que celle donnée par le méme sérum
a I'état frais. Les trois autres sérums ne donnérent abso-
lament rien. On voit par conséquent que la eonservation
des sérums précipitants par des moyens chimiques est
chose & peu prés illusoire, leur propriété préeipitante
disparaissanl 4 la longue avee leur limpidité.

OwnzieMeE ET DouvzieME ExpErRIENcEs. — Relalives a la
conservalion de la globuline

[.'isolement et la conservation de la globuline nous onl
amené a continuer nos recherches pour arriver a des con-
clusions rassurantes au point de vue de la valeur réelle
de la méthode. C'esl ainsi que nous avons pratiqué les
deux expériences suivantes :

A. — Le22 mars 1904, ayant eu l'occasion d'avoir &
notre disposition du sérum humain provenant d'un ma-
lade urémique, nous avons immunisé un lapin noir de
2 kil. 200 de la facon suivante : |

22 mars 1904. — 17 injection de 5 ce. dans le tissu cellu-
laire sous cutané.

24 mars. — 2™ injeclion de 10 ce. dans le tissucellu-
laire sous-cutané.

26 mars. — 3* injection de 10 cc. dans le tissu-cellu-
laire sous-cutlané.

28 mars. — 4° injection de 10 ce. dans le lissu cellu-

laire sous-cutané.
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Le 5 avril, Fanimal a été sacrifié et son sang recueilli
aseptiquement pour l'extraction du sérum.

Le 8 avril,l'activité du sérum a été essayée avee lasolu-
tion de macération des taches de sang humain, sang de
chien, de lapin et d’ane, de la méme maniére qu'il a été
indiqué plus haut.

Les résultals ont été satisfaisants en ce sens que nous
avons obtenu dans les 24 heures un précipilé caraciéris-
tique avee la macération des taches de sang humain.

La réaction ayanl élé posilive, nous avons isolé la glo-
buline du sérum par le procédé de la précipitation an sul-
fate de magnésie.

l.a gluhulinv ainsi obtenue donna, & 'étal frais, un pré-
cipité spécifique en présence de la macération des laches
de sang humain dans l'espace de 24 heures ; par la suite,
des Lroubles se sont montrés dans les tubes conlenant la
macération des taches de sang d'autres espéces.

En nous servanl de cette globuline, aprés dessiceation
sponlanée, nous avons cherché i déterminer le degré de
la solution litrée que l'on pourrait employer, dans la
pratique, pour la diagnose de 'origine des taches de sang
humain.

C'est ainsi que le 22 avril, 20 cenligrammes de globu-
line pulvérulente ont été dissous dans 10 cc. d'eau dis-
tillée. La solution, aprés filtration, a été répartie dans
qualre tubes el mise en présence de 2 ce. de la macéra-
tion saline de taches de sang humain, 'sang de chien, ane
et lapin. Les laches remontaient & deux mois et leur ma-
cération, de 1/2 h. de durée, était faite dans des verres
de montre en présence de la solution physiologique de
NaCl 4 7 0/00. L'expérience ne donna rien de spécifique
parce que des précipités apparurent dans tous les tubes :
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cependant le précipité le plus précoce et le plus abondant
existait dans le tube & sang humain.

Les mémes tentatives, plus ou moins infructueuses,
ont été répétées avec différenls degrés de concentration
de globuline. La seule dilution qui nous ait donné de
bons résultats, était celle qui fut titrée & 1 0/0 (10 cen-
tigr. de globuline dissous dans 10 ecc. d’eau distillée).

Le précipité spécifique, dans ce cas, n'a été constaté
que dans l'espace de 48 h.

Le 9 juin 1904, la méme solution a été mise en pré-
sence des macérations salines des taches de sang humain,
de mouton, chien et ane faites sur des compresses le b
avril. Un précipité abondant el caractéristique ful ob-
servé dans 48 h. dans le tube 4 sang humain. La macéra-
tion de tache de sang de chien donna, dans le méme laps
de temps, une trés légére précipitation. Pendant les jours
suivanis, un léger précipité se manifesta dans les aulres
tubes, phénoméne de peu d'importance pratique, étant
donné que le précipité spéeifique fourni par la macéra-
tion de ltache de sang humain fut le plus précoce et le
plus abondant.

Le 25 juin, la méme réaction fut observée dans les
mémes conditions.

B.—Le26 mars 1904, nous avons commencé une série
d’injections de liquide & un lapin gris de 2 kilos.

Le 26 mars l'animal recut 10 c.c. de liquide en injec-
tion sous-cutanée.

28 mars. — Deuxiéeme injection sous-culanée de 10 cc,
1 f e Troisiétme B i e
1" avril. — Quatriéme — — —=

L’animal tut sacrifié le 9 avril, la globuline de son sérum
préeipitée et conservée suivant le procédé connu.
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Le 23 avril, 10 centigr. de globuline en poudre furent
dissous dans 10 ce. d'ean distillée :

La solulion, mise en présence des macérations salines
des taches de sang d’homme, mouton, chien el ane, da-
tant du 9 avril, nous a toujours donné un préeipité
abondant dans les 48 h. dans le tube 4 sang humain, el
une légere précipitation dans le tabe & sang de chien.

Le 13 juin, un nouvel essai fut pratiqué avec la solution
de globuline & 1 0/0 et les macérations de taches de sang
humain, de moulon el ane failes le 6 avril el la macéra-
tion des taches de chien failes sur des compresses le 11
juin. Dans les 48 h., nous avons observé un précipité
abondant dans le tube 4 sang humain, mais le tube a
sang de chien n’a point manqué de présenter un précipité
presque aussi abondant.

L.e fail est du & ce que les taches & sang de chien n'ont
pas él¢ suffisamment séches et comparables, a4 ce point
de vue, aux taches faites le 9 avril.
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CHAPITRE 1V

CONCLUSIONS

1 La méthode des sérums précipitants pour le dia-
gnostic de l'origine des taches de sang est appelée &
rendre de grands services en médecine légale ;

2° La prétendue spécificité des sérums précipilants n’a
rien d'absolu. En opérant avee des solutions concentrées
de sang, il n'y a point de précipitation spécifique. Pour
que celle-ci existe, il faut expérimenter avee des solutions
sanguines trés diluées; '

'3° Daus la pratique des expertises, avant de se pronon-
cer sur l'origine probablement humaine d'une tache de
sang, il importe de ne point se contenter du préeipité
obtenu par la macération de la tache suspecte, mais il est
absolument nécessaire de faire des essais comparatifs,
dans les mémes conditions, avee des taches d'autres
especes afin de se rendre comple de I"'abondance el du
temps d’apparition des précipités (s'il v en a plusd'un) ;

4¢ La température a une influence manifeste sur la
réaction. Ainsi la précipitation donnée par le sérum réac-
tif, apparait dans 'espace d'une heure & la tempéralure
de 32-37°. Les températures élevées {au-dessus de 65°) la
détruisent ;

5° L'expérience montre que l'addition des substances
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chimiques conservatrices diminue l'activité précipitante
dans peu de temps ; '

6° La substance active des sérums précipitants est la
globuline, matiére conservable a I'état pulvérulent;

7° Le temps d'apparition du précipité spéeifique est
variable suivant que l'on opeére avec le sang frais et la
macération des taches en présence du sérum ou en pré-
sence de la globuline. La précipitation des solutions
diluées de sang frais apparait dans 2-6 heures aux en-
virons de 15°, celle de la macéralion d’une tache de sang
en présence du sérum réactif apparait dans 3-24 heures,
tandis que 'apparition du préeipité obtenu avee les solu-
tions de globuline en présence de la macéralion saline
des taches, varie de 24-48 heures suivant le titre de la
concentration. La solution de globuline 4 1 ¢/, que nous
conseillons comme la plus efficace, donne un préeipité
spécifique dans 48 heures & la température ordinaire ;

8° Si I'on emploie les sérums précipitanls et non la
globuline, il faul que ceux-ci soient de préparation ré-
cente ; :

9 En matiére d'expertise, le procédé de Bordet-Uhlen-
hut sera le principal élément d'invesligation, aprés I'exa-
men speclroscopique et la recherche des cristaux de
chlorhydrate d’hémine,
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SERMENT

En presence des Maitves de cette KEcole, de nes chers condis-
ciples, et devant Ueffigie d'Hippocrate, je promets et je jure, au
nom de I'Eire supréme, d'étre fidele aux lms de honnewr el de
la probite dans Uexercice de la Médecine. Je donnerai mes soins
gratuils a Uindigent, et w'exigerar jumais un salare au-dessus
de mon travail. Admis dans Uinlériewr des maisons, mes yeuzx
ne verronl pas ce qui s’y passe ; ma langue taira les secrets qu
me seronl confiés, el mon élal ne servira pas a corrompre les
meeurs mi a favoriser le erime. lRespectuenx et reconnaissant
envers mes Maitres, je rendrai a lewrs enfants Uinstruction que
1'ar regue de leurs péres.

(Jue les hommes m’accordent lewr estime s1 je suis fidéle d mes
promesses | (Jue je sois couvert d'opprobre el méprise de nies
confréres si )’y mangue !







