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fait, . On considére actuellement que frois éprenves biologiques sont fondamentales pour
i:i:e : ; dépister 1a saturnisme : la numération des érythrocytes 4 gramilations basophiles,
: le dosage de 1a coproporphyrinurie et le dosage du plomb dans le sang et-dans 1'urine.
rmis . ; Ces épreuves présentent des importantes variations:individuelles. Prises -séparément,
your elles ne réussissent pas 4 nous donner une image réelle du degré d’intoxication, prises
1ant ) o dans leur ensemble les épreuves ne ‘présentent point une corrélation rigonreuse. Les
it la o T concentrations du plomb dans le sang et dans I"urine ne correspondent pas & l'inten-
sité de la coproporphyrinturie et & 12 proportion des érythrocytes 4 granulations baso-
philes.
'Dd.:s ¥ IT en résulte la nécessité d’approfondir ces recherches afin d’établir le mécanisme
1::1 ,; . et les lois de V'évolution de ges troubles. L’apparition de nouveaux moyens d’inves-
. des tigation facilite cette nécessité. Nous présentons dans ¢ette noteles résultats de I'examen
: . : : hématologique effectué i I'aide du microscope 4 contraste de phases dans 'intoxica-
fato- | . vj iio}l saturnine expérimentale, .en poursuivant dans quelle mesure cette méthode faci~
n U ©TUTn. litéla mise en évidence des érythrocytes 4 granulations basophiles et d’autres change-
m::e's ) o S ments des éléments figurés du sang. ) _
q . oL 1 L’absorption du plomb dans organisme détermine une importante hémolyse;
mol ‘ o une partie de I'hémoglobine libérée est transformnée, au niveau du systérie réticulo-
ar s endothélial, en bilirubine, qui éxerce une action stimulante sur 1'érythropolése.
s S . - S Le constituent fondarmental du cytoplasme des éléments de la série érythrocytaire
est formé par les protéines acides, qui ont e double réle de fournir les ¢}éments nutritifs i
nécessaires 4 la maturation du noyau et 4 la formation de I'hémoglobine.
L’absorption du plomb trouble les processus cytoplasmatiques d’oxydoréduction
en inhibant Vutilisation compléte des protéines acides. Les petites quantités de -pro-
‘ o téines qui n’ont pas été utilistes constituent les granulations basophiles. La mise -en
Qs A - o vidence : des érythrocytes & granulations basophiles par fixation et coloration des
scope : o F""—'Dal‘ations avec les colorants bisiques, des rctlculocy tes par coloration vitale et des
\tions - L éry thracytes polychromatophiles, a probablcmcnt comme substratuni la persistance des
i - C Protéines acides dans les érythrocytes, qui prennent différents aspects microscopiques
selon 1a technique utilisée,
Ancu. Mar. Pros, t. 19, No 3, Mal-Juin 1958 i6
P-23D~G
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Dans une recherche antétieure, en utilisant Yexamen des_frottis colorés sur fond
noir, nous avons &tabli que le nombre des érythrocytes & granulations basophiles
constaté est presque le double de cclui obtenu par l'examen cffectué au microscope
habituel,

Dans ces recherches pons avons effectué 'examen comparalif sur fond noir et Uexa-
men au microscope A contraste de phases. Les préparations non colorées donnent
des images microscopiques dues aux différences de réfraction des diverses parties
constitugntes. Les différences de réfraction font dévier différemment les-fayons qui
passent A travers la préparation et donnent des Images d’interférence. ’

Le principe du fonctionnement du microscope & contraste de phrases est la trans-
formation des indices de réfraction des diverses structures de I"objectif, en varjant
Tintensité Iumineuse, , - )

1.es avantages du microscope 4 contraste de phases consistent en ce que les images
qw’il donne sont fort riches en détails des objets non colorés ou vivants, détails “éomplé-
tement invisibles 2 la lumitre habituelle, avec le diaphragme presque fermé, ot 2
lumiére latérale,

Cette technique permet V'examen des différentes structures microscopiques réelles
sans Pintervention des facteurs perturbateurs représentés par les fixateurs ou les colo-
rants, aussi bien pour le dlagnostic que pour les recherches scientifiques.

‘Dans les recherches concernant I"étude des modifications morphologiques sanguines on a
utilisé 10 lupins adultes pesant de 2 000 & 2 500 g. Le sang a été prélevé de la veine marginale
de I'oreille. Chez 6 de ces Japins P'intoxication saturnine a 6té provoquée par I'injection intra-
veincuse journaliére: d'acétate de plomb (solution h 1 p. 100) & la dose de 3 mg par kilo cor-
porel, On a introduit 23 4 30 mg d’acétate de plomb, quantité sullisante pour provoquer une
intoxication intense exprimée par Iapparition de nombreuses érythrocytes a gramilations baso-
philes et d’autres troubles hématologiques.

L'nnalyse du sang pour les examens sur fopd noir au microscope & lumiére directe a été fait,
sur des frottis colorés selon la méthode Romanovski-Glemsa. Pour I'examen au microscope
a contiaste nous avons utilisé deux méthodes 2

a) En fixant une goutte, extrémement petite entre Ja Jame et la Jamelle, ce qui a permis
d*obtenir par capillurité une couche cellulaire aux éléments isolés, conditjon essentielle pour
Pexamen au microscope & contraste de phases,

b) En prélevant deux gouttes d¢ sang dans 1 cm?® de citrate de soude 3 2'8 p. 100 donnant
une suspension de sang sulfisament diluée, de Jaquelle on fixe 1 goutte entre la lame et Ia
lamelie. .

Aprés avoir vérifié les résultats obtenus, dans plusieurs cas, par les deux méthodes
nous avons constaté une concordance, Nous nous sommes arrétés A 1a technique de la
fixation directe du sang prélevé entre 1a lame et 1a lamelle, qui a donné des résultats
satisfaisants dans la 17¢ heure apres le prélévement. Les examens ont été faits avec des
dispositifs 4 contraste de phases Zeiss selon le modéle de Zernicke, les microphoto-
graphies étant obtenues avec Y'appareil Fed avec film fluororapide,

SiV’on obtient une couche uniceliuldire, on évite la production d’artefacts et 'examen
au microscope & contraste.de phases s’effectue sans difficulté. Les différentes technigues
indiquées par Bessis et celles que nous avons utilisées évitent tout changement mor-
phologique des éléments sanguins figurés. '

Pour établir Porigine des granulations basophiles les recherches ont été faites sur

" des pigeons, en suivant 1a méme technigue.

3

RESULTATS .

Aspects normaux. Tous les animaux ont 416 soumis, pendant les 10 premiers jours i
des examens de contrdle pour vérifler, sur frottis colorés examinés amu microscopé
& lumigre directe sur fond noir, sila série lencocytaire ne présente pas des altérations
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‘et aussi si les érythrocytes ne contiennent aucune granulation. On a effectué en méme
temps des ‘observations au microscope 4 contraste de phases.

Au microscope A contraste de phases les hématies du pigeon ont une forme cllipsoidaie,
dont le grand sxe varie enire 11,8 et 14,3 » et le pelit axe enire 5,7 et 7,1 x. Le coniour est
bien distinct et régulicr et I'on observe au centre le noyau, qui, reproduisant fidélement, 1a
forme dg In cellule, est plus dense, picnotique, form¢ d’amas de chromatine plus.ou moins régu-
licrement disposds. La majorité des hématies ont uit seul noyau, présentant rarement une légére
strangulation. Le protoplasme est plus clair, homogénement distribué, il nc présente aucune
modification. Dans certaines hématies on ohserve dans le protoplasme une pelile formntion
ronde, réguli¢re, unique plus dense, située d’habitude a "un des pdles hématiques (corpuscules
chromatiques parunucléaires J. Joli). Les éiémenis bluncs ont une forme ‘trés variée. Les
lymphooytes et monocytes prédominent dans la forimule ; 50 p. 100 de Ia formule leucocytaire
est formée de Iymphocytes de petite et grande dimension. On observe sur‘les préparations des
thrombocytes en grand nombre.

Nous avons réussi A Stablir que chez les lapins dont le sang est examiné au micros-
cope & contraste de phases (en concordance avec les observations faites par de nom-
breux auteurs) les érythrocytes apparaissent comme des disques sombres dans la
différenciation d’une membrane, beaucoup d’enire eux apparaissent avec un centre

plus clair, expression de ]a forme biconcave (fig. 1).

L’apparition de la forme épineuse donne a I’érythrocyte un aspect ‘irrégulier,
ayant de grandes épines situées dans divers plans ; en manceuvrant le viscur, on peut
vérifier que le centre des épines parait plus éclairé que son contour sombre.

Dans 1a série blanche les granulocytes apparaissent avec un noyau de couleur
cendrée, ot I'on peut distinguer une concentration de chromatine 'sous la forme
d’une tache-plus sonbre. Dans le granulocyte éosinophile, Tes granulations sont
évidentes avec leur aspect sombre; elles ont une grandeur sensiblement égale (fig. 2).
La plupart sont sphériques. Dans le granulocyte neutrophile les granulations appa-
raissent bien plus petites, d’intensité variable du noir au cendré, inégales, couvrant
souvent le noyau,

Le lymphocyte (fig. 3) se présente avec les caractéres connus de la disproportion
entre le grand noyau circulaire et le cytoplasme réduit, lumineux, dans lequel on trouve
de nombreuses granulations inégales, tantdt punctiformes, tantét linéaires, repré-
sentant I'appareil mitochondrial qui, en coloration panoptique n’apparait pas coloré,

‘On identifie le monocyte au microscope A contraste de phases par Paspect réniforme
du noyau, avec la chromatine inégale, répartie en amas d’une certaine grandeur,

Dans ie cytoplasme clair et abondant du monoeyte, on trouve des gramilations trés
(ines ‘uniformément réparties.

.

LES ASPECTS DU SANG DANS L'INTOXICATION
SATURNINE EXPERIMENTALE

En nous basant sur nos expériences antérieures, nous avons vérifié, 2 nouvean,

que du 8¢ au 10¢ jour, I'examen sur fond noir, des frottis colorés décdle I’apparition

des granulations basophiles dans les érythrocytes des lapins. Aprés un intervalle de
15 4 30 jours on observe les mémes modifications dans les hématies des pigeons.
. En comparant journellement les résultats de 'examen .du sang des lapins soumis
4 T'intoxication saturnine effectué sur fond noir et au microscope A contraste de phases,
nous n’avons pas observé le moindre décalage en ce qui concerne 'apparition des
érythrocytes 4 granulations basophiles.
X L’examen au microscope & contraste de phases nous a conduits 4 faire dans ll/into-
Xication saturnine les constatations suivants ;
L'érythrocyte 2 granulations basophile peut-dtre facilement identifié par rapport
Y
_(7

¢
»
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236 M. WASSERMANN, G. MIHAIL ET V. COJOCARU

Au cours de Yintoxication saturnine, on apercoit aussi des vacuoles dans les éry- ;
throcyles 4 granulations basophiles. Dans les hématies des pigeons, les granulations :
Dbasophiles sont localisées dans le cytoplasme de I'hématie disposé dans 1a région péri- :
nucléaire, ayant dans la majorité des cas 1a méme densité que le noyau. A coté
des modifications protoplasmiques, on observe des modifications du noyau de Yhématie
comme la diminution de la densité traduite par une pilléur accentuée du noyau (fig. 9,

10, 11). Nous considérons cetie pitleur comime résnitant des modifications cimiques qui
se produisent dans la-cellule 4 cause de I'agressivité du plomb, ce qui s’exprime par le
changement de I'indice de réfraction de la structure nucléaire, 3 '

A c6té de ces modifications, (apparition des granmlations basophiles) on observe
aussi d'importantes altérations de la structures des cellules de la lignée blanche. On
_ trouve donc e nombreuses vacuoles dans le cytoplasme du granulocyte neutrophile
" a tandis que les granulations apparaissent plus irrégulitres avec i la périphérie dés amas

) - de grandes granulations sombres; ce sont probablement des granulations toxiques
C i (fig. 7).
N - On trouve également des altérations trés marquées dans les lymphocytes, ol 1a chro-
S ‘matine apparatt entasée en pelotes sombres, laissant des zones lumineuses assez éten- .
Lt dues, tandis que 1’on observe dans lé cytoplasme de grandes vacuoles périnucléaires !
R et des granulations inégales, irrégulid¢res (fig. 8). Nous avons ocbservé dansle cytop]asme
T du monocyte de nombreuses vacuoles et un contour plus irrégulier.
1'étnde des thrombocytes et des €léments qui ne sont pas arrivés 2 maturlté dela
Tel lignée rouge et blanche, qui apparaissent dans les phases avancées de I'intoxication
e saturnine, constituera l'objet d'une étude uitérieure qui portera aussi sur les modi-
fications du myélogramme.
. 11 résulte done que, dans les conditions de I'intoxication expérimentale par le plomb
- Pétude au microscope & contraste de phases permet d’identifier les érythrocytes 2
‘granulations basophiles sans coloration vitale ou post-vitale. On constate, en méme
temps, a I'aide de cette technique qu'i c6té des érythrocytes a granulations basophiles
on trouve encore d’autres altérations importantes dans la lignée érythrocytaire et
dans la lignée leucocytaire.

PO

DISCUSSIONS .

Quant a lorigine des granulations basophiles considérée, par divers auteurs comme
L protoplasmigue ou nucléaire, nos ghservations, faites a 1'aide du microscope a -contraste .
oL de phases, confirment les résultats obtenus par Preger, qui en colorant avec du vert-
et méthyl-pyronine les frottis de sang des pigeons soumis A I'intoxication saturnine n’a
. : obtenu que la coloration des noyaux. Nous avons observé Pintégrité du noyau dans
. ,' Thématie, méme Jorsque le nombre des granulations dans les hématies augmente.
. Ces faits viennent & Yappui de I’hypothése de Vorigine cytoplasmique des hématies
cE . .4 granulations basophiles.
L Jusqu’a I'heure actuélle le diagnostic morphologique de Yintoxication par le plomb
' ' uiilise la technique du frottis fix¢ et coloré. L’examen ultramicroscopique des prépa-
rations fraiches ainsi que celui des préparations fixées non colorées ne réussit pas a
mettre en évidence les granulations basophiles dans les érythrocytes. Ainsi qu'il résulte
de nos recherches, Tutilisation du microscope & contraste de phases constitue un fac-
teur important dans 1a recherche de ces modifications qui indiquent une profonde
altération des érythrocytes.
‘'Le microscope & contraste de phases nous a révélé, en méme temps le fait trés impor-
B tant que P'intoxication salurnine expérimentale détermine, 4 c6té de Yapparitiont
C o des. granulations basophiles dans les érythrocytes, d’autres modifications érythrocy-
taires (vacuolisations) ainsi que des altérations des cellules leucocytaires,
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P. Morel, 1.. Roche el J. Baron, en étudiant 1a valeur diagnostique du myélogramme
dans I'intoxicalion saturnine, déerivent comme aspeet cytologique caractéristique de

1a moelic ossense Pexistence des érythrobiastes 4 granulations hasophiles, des hématles

vacuolaires 2 granulations et de 1'hyperplasic microphagique,

Ces auteurs ont ¢tonstaté que les modifications du myélogramme se produisent
avant Papparition des hématies 2 granulations basophiles.

Ces faits confirment nos observations par rapport i existence des hématies vacuo-
laires que nous trouvons dans le sdng périphérique des. ammaux soumis a l'intoxica-
tion saturnine expérimentale.

Nous considérons que les hématies 4 granulations basophiles ainsi que les hématies
vacuolaires & granulation basophiles représentent des stades différents de ta réponse
de la série rouge a I'agression toxique du plomb.

Le microscope & contraste de phases nous offre la possibilité de faire 1’examen de
Yappareil mitochondrial dans le sang frais, non modifié par les difiérents fixateurs,
¢n donnant la possibilité de mettre en évidence Jes altérations plus fines produites
dans les cellules sanguines pendant I'intoxication saturnine expérimentale.

Ces constatations permettront une étude plus appronfondie de nombreux problémes
soulevés par cetie intoxication sous son .aspect hématologique. Il faut rechercher,
en premier liey, les altérations qui indiquent que le processus métabolique ne se limite
pas au trouble du métabolisme des protéines acides des érythrocytes. Les aspects
que nous avons signalés réclament une étnde plus approfondie de 1'érythroleuco-
poitse médulaire.

Nos recherches ont té effectnées dans les conditions d’une intoxication expérimen«

‘ale aigué et pour cette raison nous ne pouvons faire des appréciations sur I’extension

de cette méthode dans le dépistage du saturnisme professionnel. Comme le microscope
i contraste de phases nécessite I’examen de préparations fraiches, dans la premiére
heure aprés le prélévement, cette méthode ne poarrait pas étre considérée, pour le
moment, comme méthode d'usage courant dans des conditions pratiques, ce qui
n'exelut pourtant pas-son utilisation par le prélévement du sang citraté,

CONCLUSIONS

Nous avons cherché a préciser, par I'emploi du microscope a contraste de phases
la morphologie des éléments sanguins périphériques et Vorigine des hématies 4 gra-
nulations basophiles chez les lapins et les cobayes soumis a l’int«)\ication satumme
expérimentale,

Nous avons constaté que :

L’érythrocyte i granulations basophiles peut facilement g&tre identifié .des autres
altérations ‘de I'érythrocyte (forme épineuse, po‘kiloc)tose, Testes nucléaires). Sur
1e fond sombre .du disque érythrocytaire apparait-un nombre variable de granulations
moires, rondes, irrégulitrement distribuées. Lg diamétre et le contour de 'hématie
subissent (es modifications et 1’on observe I’apparition de vacuoles Jumineuses sur sa
surface. Ces modificaiions pcuvent survenir aussi ‘bien dans les H.G.B. que dans les
autres érythrocytes.

Dans 1es hématies des pigeons, les granulations basophiles sont localisées dans le
“¥toplasme de ’hématic disposée dans la région périnucléaire.

Dans les hématies des pigeons on constate une diminution de la densité du noyau.

On constate aussi des altérations importante des cellules de 1a lignée blanche. On
trouve dans le cytoplasme des granulocytes de nombreuses vacuoles, ces granulations
sont irréguliires, une partie étant probablement des granulations toxiques,

Le cytoplasme des lymphocytes présente des grandes vacuoles et des "‘v;mulati,ons

Amcu, Mat. Pror., t. 19, N 3, Mai-Juin 1958, ., Y qge
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Fig. 1. (Ci-confre.)

Sang normal de lapin,
Inme non colordée, montde
entre Tame ot lamelle, exa-
niinée an_ microseope &
contraste de phuse, Micro-
pholographic, Immersion

. 90. Oe. 1.

A. Globule rouge nor-
mal, avee Je eentre plus
brillant, e

B. Globule rouge dans
lequel -on remarque Ja dis-
position sur plusicurs pians
des épines,

Fig. 2. (Ci-confre.)

T Sang normal de Iapin (snéme

L . technique). o
[N Polvnucléaire nentrophile.
s . ' ’ -Granulations sensiblement égales

L en dimensions, réparties unifor-
.o - mément dans le cytoplasine.

Pig. 3, = Sang nornud de lapin (mdme l'cchnlque').
Lymphoeyie avee noyiiu fonce et cytoplusme chiir dans leguel on remargue los granulations
. ) de lappureil mitochondrial. ’

o ,‘ - -~
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Fig. 5. (Ci-contre.)

Sang de lapin soumis & T'in-
ioxication saturpine expéri-
‘mentale (méme fechnigue),

Glohule rougenvecde nom-
breuses granulations baso-
philes et des vacuoles &
dinmétre réduit.

3
b

¥ig. 4. (Ci-contre.)

Sunyt de Inpin soumis & Pin-
foxieation  sulurnine expé-
rimeninde (méme feehnigoe),

Eh opposition avec 1¢é glo-
hule-rouge normal (A) et avee
ha forme épinense du globule
rouge (13), dans le globule
rouge avee des granujations
basophiles (C} on constaie
que ces granulations sont
incluses dans le corps du
globule rouge, purce qu'elles
restent toujours foncées au
‘mouvement de la vis micro-

‘métrigue,

.

Tig. 8, — Sang de lapin sowmis & Pintoxication salurnine expérimentale (méme technigue).
(i!fnhu-lc rouge avee de nombreuses yacgoles de tajlle variable,

-
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3 .. ¥ig. 7. (Ci-conlre.)
. Sung de lupin  soumis
. A Tinfoxicntion salurnine
. expérbwentile (mémetech-
nigin_e'). .
. _Polynucléuire  neutro-
. phile " dans Jequel on ob-
’ serve de nombreuses wva-
: cuoles, Ja distribution
indégale des  granulations
spéeifiques et Uéxistence
: de  granulations’ plus
R grandes, foncdes (proba-
M ' blement des granitlations
toxiques).
¥ig. 8. (Ci-contre.}
- Sanyg de lapin soumis 4
. finloxication  saturnine.
(mitme technique). |
i . Lymphocyteaveclachro-
. matine groupée en: amas,
LT grandes wvacuoles autour
du noyau et des granula-
tions inégnles, irréguliéres
duns le cytoplasme.
' ’ a d'autres altérations des érythrocytes (forme épineuse, poikilocytose, restes nu-
) cléaires, ete), : ,
P Sur le fond assombri du disque érythrocytaire apparpissent une série de granula-
) tions noires, rondes, irrégulidrement distribuées dans I’érythrocyte. Quand le nombre
- s . de ges granulations est réduit (5-6) il est difficile de distinguer I’érythrocyte du réti-
: culocyte. : v » _
. Tes petites granulations sont facilement discernées des irrégularités de I’érythrocyte
’ épineux par la manceuvre de Ja vis micrométrique qui fait constater que €€
granulations fines restent toujours sombres (fig. 4) et sont incluses dans le corps des
¢rythrocytes. @ ., :
Dans un stade plus avancé, ces granulations sonl nombreuses (30-10) et remplissent
{ » toul Pérythrocyte (fig. 5). X
3 Zn dehors de Vapparition des granulations, érylhroeyle supporte d'autres maodi-
3 ficutjons portant sur fa dimension du diamétre, Iirrégularité du contour ainsi qué
Papparition de vacuoles Jumineuses de différentes dimensions sur le fond sombre (fig. 6).
. : »
:.
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»
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DUP040008035




RU

ssant entre
s vacuoles.
e le micros-
n vitale ou
ge d’autres
it en méme

oplasmigue

éne R.P.R.,
oumaine. )

ie st Epiide-

stitutului de

L

ool Lol i

LT il

INTOXICATION SATURNINE EXPERIMENTALE 241

Fig. 10. (Ci-conire.)

Sung de pigeon. soumis
&t Pinloxication saturnine
experimentale (méme tech-
nique).

{ilobules rouges de pigeon
wit le nombre des ‘vacuoles
intracytoplasmiques croit
en accentuant aussiJe dia-
meétre, les hords crénelés
parfois, avee prolongntions

epincuses,

ﬂ

¥ig. 9. (Ci-contre.)

Soang de pigeon soumis
& Pinloxication sufurnine
expérimeniale (méme tech-
nique). .

- Avee Pinlensification de
Pintoxication saturnine, le
contour des hémsuties de-
vient ¢réncié et aulour du

noyau apparait un halo

lumineux,

|

g, 11 ( Ci-conlre.)

Sung de pigeon soumis
A Pintoxication salurnine
expérimentale inéme tech-
nique). .

Globules rouges de pi-
geon  alt  ahondent les
granulaijons haxophiles,

v
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inégales, irrégulidres. La chromatine a TFaspeet de pelotes assombries, laissant entre
elles de larges zones humineuses.

Les monoeyies ont le contour irrégulier. Tis présentent de nombreuses vacuoles,

1l résulte que dans les conditions de 'intoxieation saturnine expérimentale le micros-
cope 4 conlrasie de phases permet d'identifier les H.G.I3. sans colomtion vitale ou
post-vitale.

On constate qu’a ¢oté des ELG.1. il existe dans la série blanche et rouge d’autres
wliérations importantes.

1e développenient des G.B. dans les héinaties des pigeons, en respectant en méme
temps Vintégrité du noyau de Fhématie, plaide en faveur de l'orxgme cytoplasquue
e ces granulations. n

{ Institul de Médeeine de lassy, Chaire d’ Hygiéne du Travail. Institu/ H'I{ygiéhe R.P.R.,
Filiale de lassy, Scetion d'Hygiéne du Trapail. Républigne Populaire Roumdine.)
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