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SOMMAIRE

Pendant 20 mois, deux lots de 8o rats (40 males et 40 femelles) ont été soumis & un méme régime
alimentaire équilibré et ont regu respectivement, & titre de boisson, soit de ’eau distillée, soit une
solution de métabisulfite de potassium & 1,2 g par litre.

Aucune différence n'a été observée entre les deux lots, en ce qui concerne la mortalité, ’évolution
pondérale et la consommation de nourriture, les manifestations cliniques, les formules sanguines
(sauf en ce qui concerne le nombre des leucocytes), le poids de différents organes (sauf en ce qui
concerne celui de Ia rate), et I’étude anatomique — macroscopique et microscopique — de tous les
viscéres prélevés a I'issue de I'expérience (cesophage, estomac, gréle, colon, foie, reins, cceur, poumons,
rate, pancréas, surrénales, gonades, fragments de muscles, encéphale, trachée).

Les seuls effets particuliers notés dans le lot d’animaux qui a regu du métabisulfite de potassium
sont : une augmentation du nombre des leucocytes (significative chez les méles seulement) et une
augmentation du poids de la rate (chez les femelles seulement).

D’autre part, au cours de deux reproductions successives, on a observé, dans le lot qui recevait
du métabisulfite de potassium, une diminution du nombre moyen des jeunes par portée et de la
proportion des méles dans les portées, par rapport aux résultats obtenus dans le lot témoin. Cepen-
dant, la croissance des jeunes — soumis eux-mémes au régime de leurs parents — a été identique
dans les deux lots durant trois mois de détermination.

Le caractere limité des différences observées entre les deux lots et les difficultés de leur inter-
prétation ne permettent pas de conclure actuellement & la nocivité du métabisulfite de potassium
dans les conditions ou il a été administré. Des recherches complémentaires seront indispensables,
en particulier dans le domaine de la reproduction.

INTRODUCTION

L’anhydride sulfureux et quelques-uns des sels qui en dérivent (notamment le
métabisulfite de potassium) figurent parmi les antiseptiques les plus anciennement
et les plus largement employés en technologie alimentaire (TRUHAUT, 1955 et 1962).
En France, on connait en particulier leurs utilisations en cenologie, en cidrerie,
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en brasserie, dans I'industrie des jus de fruits, pour la conservation des poissons
séchés, des crevettes roses, des fruits secs, des pommes de terre grattées, etc. (TRU-
HAUT et SOUVERAIX, 1963).

Cependant, les effets physiopathologiques de l'ingestion de sulfites font encore:
Vobjet de diverses incertitudes, dues au petit nombre des observations expérimen-
tales approfondies et aux résultats discordants des travaux publiés.

La plupart de ces travaux datent de plus d’'un demi-siécle. Le plus ancien est dit
a LEucH (1895), qui a administré & une trentaine de personnes diverses des doses de
S0, dans une petite quantité de vin (30 & 50 ml) ; il observa des troubles divers
(irritation de la gorge, brilures d’estomac, migraines) pour les doses de SO, libre
égales ou supérieures 4 45 mg. WALBAUM (1906) a également signalé une irritation
du tractus digestif chez des sujets qui avaient re¢u quatre fois par jour, pendant
quatre jours, des doses de sulfite de sodium comprises entre 310 et 620 mg. D’autre
part, WILEY (1907) a étudié le probléme chez douze sujets qui avaient requ pendant
vingt jours des doses croissantes de SO, en solution aqueuse (80 4 100 mg) ou sous
forme de sulfite de sodium en capsules (115 & 760 mg) ; il signala — outre des symp-
tomes subjectifs tels que céphalées, étourdissements, sensations de faiblesse — des
troubles rénaux et une anémie hypochrome. Il en conclut a la nécessité de proscrire
S0,, sous toutes ses formes, de toutes les denrées alimentaires.

A la mé&me époque, quelques travaux ont été effectués sur le Chien. Kionka
(1896) et ScuuLz (1902) ont observé des effets nocifs — en particulier des hémorra-
gies — aprés administration prolongée de faibles doses de sulfites. En revanche,
WILDENRATH (1906), LEHMANN et TREUTLEIN (190g), RosT et FraNz (1913) ont
conclu 4 I'innocuité, pour le Chien, de doses de SO, allant jusqu’a 100 et méme 200 mg
par kg ; les derniers auteurs cités ont fait subir ce traitement 4 leurs animaux pen-
dant un an sans voir apparaitre aucune lésion macroscopique ou microscopique.

Les conclusions de certains de ces travaux — et singuliérement celles des obser-
vations sur 'Homme — ayant ému les milieux viticoles, une Commission scienti-
fique fut constituée en 1910, & Bordeaux, pour reprendre 'étude du probléme dans
ses aspects cenologiques. Sous I'impulsion de cette commission, une premiére série
de recherches fut effectuée sur des chiens qui requrent quotidiennement, durant
un mois, 10 ml par kg de poids, d’un vin contenant 100 mg de SO, libre ou 400 mg
de SO, total (dont 300 mg a 1'état combiné) par litre. En aucun cas, on n’observa
de troubles gastriques, rénaux ou sanguins ; & 'autopsie, tous les organes paraissaient
normaux (GAUTRELET, IGI0 a et IgIO b).

Une seconde série d’expériences fut tentée sur six hommes qui, pendant plu-
sieurs semaines, ingérérent chaque jour 15 & 20 ml par kg de poids, d’un vin renfer-
mant 400 mg de SO, par litre (dont 300 mg & I'état combiné) ; aucun sujet ne fut
atteint de troubles rénaux ou sanguins (GAUTRELET, 1910 a et IgI0 b).

Bien que la durée de ces expériences ait été trop courte pour conduire a des.
résultats probants, il a fallu attendre prés de 40 ans pour voir apparaitre de nouvelles
publications sur le méme probléme. En 1946, F11zHUGH, KNUDSEN et NELSON ont
publié le compte rendu d'une étude de toxicité a long terme sur des rats dont le
régime contenait de 0,05 & 2 p. 100 de métabisulfite de sodium (soit 0,03 & 1,2 p. 100
de SO,). Pour les doses de métabisulfite égales ou supérieures 4 0,10 p. 100, ils signa-
lent un ralentissement de la croissance et le développement de troubles macrosco-
piques et microscopiques : « yeux & lunettes », crises de polynévrite, atrophie de
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différents organes, calcifications rénales, fibrose et hypertrophie épithéliale gas-
trique « squameuse », altérations de I'utérus, dépigmentation des incisives, etc. Une
partie de ces phénomeénes pouvait s’expliquer par une carence en thiamine : on sait
en effet que cette vitamine est détruite en présence de sulfites. Toutefois, I'adminis-
tration d'un supplément de thiamine laissait subsister la plupart des troubles et
des lésions, les crises de polynévrite étant seules 4 disparaitre.

En 1955, nous avons effectué, en collaboration avec Fraxzy, une étude de
caractére préliminaire sur les effets respectifs, chez le Rat, d'un vin de Muscadet
naturel, du méme vin sulfité & 'avance par addition de 400 mg de métabisulfite
de potassium par litre (25 p. 100 de SO, ainsi ajouté passant a I'état combiné), et du
méme vin sulfité 4 la méme dose au moment méme de 'administration. Les sujets
qui, pendant 6 mois, recevaient les vins sulfités, ont pris du poids moins rapidement
que ceux qui recevaient le vin naturel ; c’est le vin sulfité au moment méme de
Temploi qui a entrainé le ralentissement de la croissance le plus marqué. En outre,
ce vin a provoqué une nette hypertrophie du foie.

En revanche, HOTzEL (1961-1962) n'a observé aucune modification du gain
de poids, de T'indice de consommation et du poids de différents organes chez le
Rat soumis pendant 100 jours & un régime alimentaire équilibré, additionné de doses
de sulfites correspondant 4 400 my de SO, par kg de poids corporel.

Enfin, alors que I'étude qui fait 'objet de ce mémoire prenait fin, une commu-
nication sur le méme sujet a été présentée par LANTEAUME et al. (19gb5) devant la
Société des Experts-Chimistes de France. Ces auteurs ont administré quotidiennement
par intubation gastrique a divers lots de rats, pendant 2 ans, 3 ml pour 100 gram-
mes de poids de I'un des liquides suivants :

— eau pure ;

— solution aqueuse de métabisulfite de potassium contenant 450 mg de SO,
par litre ;

— vin rouge de coupage contenant 110 mg de SO, par litre ;

— méme vin contenant 450 mg de SO, par litre. -

I’anhydride sulfureux n’a provoqué ni modifications de la croissance, ni troubles

de la reproduction, ni lésions organiques décelables macroscopiquement ou micro-
scopiquement,

PROTOCOLE EXPERIMENTAIL

Les méthodes d’étude mises en ceuvre s’inspirent largement du protocole expérimental recom-
mandé par la F.A.O. (1958) pour I’étude toxicologique des additifs chimiques et sont proches aussi

de celui qui a été décrit dans une récente circulaire du Ministére de la Santé Publique et de la Popu-
lation (1963).

Animaux

L’étude a porté sur 160 rats Wistar (8o méles et 8o femelles), provenant de 1’élevage du labo-
ratoire. Au début de ’étude, ils étaient 4gés de 28 4 32 jours et pesaient de 50 & 60 grammes. Leur
état sanitaire pouvait étre considéré comme satisfaisant (courbes de croissance conformes 2 celles
obtenues habituellement au laboratoire, pas d’infection apparente).

Tous ces animaux ont été soumis & un régime alimentaire complet et équilibré. Mais la moitié
d’entre eux a recu comme boisson de l'eau distillée (lot 1) et 'autre moitié une solution de métabi-
sulfite de potassium a 1,2 gramme par litre, soit environ 700 mg de SO, par litre (lot 2).
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Régime alimentatre

Les animaux ont été soumis pendant la durée de 'expérience 4 un régime alimentaire équilibré :

Peptone pancréatique ....... .. .. i i, 18
Huile d’arachide () ..vurine it 9
Amidon de froment ...t e e 40
SaCCRATOSE « vttt e e e 24
Mélange salin de HUBBEL et coll., sans carbonate de calcium (%) .. 2
Levure de biére séche....... ... .ot 5

AAT-AZAL vttt i e e e 2
Ce régime a été distribué sous forme de bouillie obtenue par addition de 350 ml d’eau distillée
4 1 kg du mélange précédent.

Administration du mélabisulfite de potassium
Le mode d’administration du métabisulfite de potassium (en solution dans I’eau de boisson)
a été choisi en vue d’éviter la destruction partielle de la thiamine du régime par SO, avant l'ingestion.
Malgré Podeur et la saveur désagréables de cette solution, — nettement perceptibles pour le consom-
mateur humain —, les rats l'ont acceptée sans difficulté (tabl. ).

TABLEAU I

Consommation de boisson des animaux d’expérience

Consommation moyenne de boisson

(ml par jour)
. R A partir
1er-15¢ jours 2¢ mois du ée mois
Lot 1 (eau)
. Males veniean 16,2 16,0 18,1
Femelles .............. 15,3 16,0 17,8
Lot 2 (solution sulfitée)
Males oo, 14,8 16,0 | 19,2
Femelles .............. 15,3 16,8 18,1

Pour permettre de comparer les doses de SO, ingérées par les rats du lot 1 et celles administrées
par d’autres expérimentateurs, nous avons rapporté ces doses aux quantités de nourriture consom-
mées et au poids corporel (tabl. 2).

Les différences liées au sexe résultent du fait que les femelles ingérent autant de boisson que les
méles, mais consomment moins de nourriture et prennent moins de poids.

Durée de I'étude

L’étude a commencé le 14 juin 1962, et le sacrifice des animaux a été échelonné sur la période
allant du 1T février au 1T mars 1964. Elle a donc duré environ 20 mois.

(1) Additionnée de 1 p. 100 d’huile de foie de morue et de 0,015 p. 100 d’a-tocophérol.
(®) Le calcium est fourni par les autres constituants du régime, en particulier par la peptone.
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Observations

Les observations essentielles ont porté sur les points suivants :

— mortalité,

— évolution pondérale,

— consommation de nourriture,

— manifestations d’ordre clinique ;

— nombre de portées, leur constitution, développement pondéral des jeunes (deux générations
successives) ;

TABLEAU 2
Quantiiés de métabisulfite de polassium et de SO, ingérées en moyenne
par les animaux du lot 2
(rapportées aux quantités de régime consommé ou au poids corporel)

Pour 100 g de régime consommé Pour 100 g de poids corporel
Métabisulfite de K| S0, Mé¢tabisulfite de K S0,
(mg) (mg) (mg) (mg)
|
Males

1em-15¢ jours ........... 163 95 33 19,0
2% MOIS vevvvevnennnnans 149 36 10 5,8
9 IOIS ve v vt 157 91 6,1 3,5
20 MOIS seveveeinnnnanan — — 5,0 2,9

Femelles
1er-15€ jours ........... 178 103 33 19,0
29 MOIS evvevenneeannnns 189 110 13,5 7,8
99 MOIS eevvvvvvevinnnen 187 108 9,3 5,4
208 MOIS e vuvreeannnnnns — — 7,0 4,0

— études hématologiques sur 1oo sujets de la premiére génération (25 méles et 25 femelles
de chaque lot) : des numérations d’hématies et de leucocytes ont été effectuées au moment du sacri-
fice des animaux, et une étude complémentaire a porté sur des frottis de moelle osseuse et sur
des frottis de sang, les résultats étant comparés & ceux des numérations ;

— étude anatomique des animaux de la premiere génération morts pendant I'expérience et
des 100 sujets sacrifiés a son issue (par le gaz d’éclairage), cette étude comportant la recherche de
lésions macroscopiques, la pesée de certains organes et ’étude microscopique des viscéres suivants,
aprés fixation dans le formol & 10 p. 100, inclusion 4 la paraffine et coloration par I’hématéine-éosine
avec, a la demande, coloration élective : cesophage, estomac, gréle, ctlon, foie, reins, cceur, poumons,
rate, pancréas, surrénales, gonades, fragments de muscles, encéphale, trachée.

RESULTATS

Mortalité

La mortalité en cours d’expérience a atteint :

— 9 sujets du lot 1 (témoins), dont 6 méiles et 3 femelles: soit 12 p. 100 de l'effec-
tif total du lot ;

— II sujets du lot 2 (recevant SO,), dont 8 males et 3 femelles : soit 14 p. 100de
I'effectif total du lot.
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Dans les deux lots, cette mortalité est due presque entiérement a une affection
des voies respiratoires qui, en juin 1963 a frappé brutalement I’animalerie du labo-
ratoire, en provoquant d’ailleurs une diminution marquée de la consommation de
nourriture et une chute de poids chez de nombreux sujets. Des injections intramus-
culaires d’oxytétracycline (2,5 mg p. 100 g de poids pendant trois jours consécutifs)
ont été pratiquées sur tous les animaux sans distinction et ont enrayé les progrés
de Vépidémie. La perte de poids a été compensée et 'expérience s’est poursuivie
sans nouvel incident pendant les 7 derniers mois.

Si Von défalque des valeurs citées plus haut les décés observés en juin 1963,
la mortalité a été :

dans le lot 1, de 3 sujets (1 méle et 2 femelles) ;
daus le lot 2, de 3 sujets (I méle et 2 femelles).

Il ne semble donc pas qu’il ait y lieu de lui accorder une signification particu-
liére dans le cadre de 'expérience.

Evolution pondérale

Ne pouvant reproduire ici les courbes de poids complétes, nous nous bornerons
a indiquer les gains de poids & divers stades de 'expérience (tabl. 3).
Les faibles différences observées entre les deux lots ne sont pas significatives.

TABLEAU 3

Gains de poids des animaux d’experience

Gains de poids moyens (g)

1 ' ‘

Aprés | Apres Apres Aprés
1 mois 2 mois 6 mois ;20 mois
! i
Males ‘ . |
Lot 1 (eau) vuvvvvvnnn... L S
Lot 2 (solution sulfitée) .. 88 ‘ 150 i 274 : 392
|
Femelles “ | |
Lot 1 (eau) ....oovvnnn. 62 ‘ 102 151 2
Lot 2 (solution sulfitée) .. 69 ] 106 151 | 43

Consommation de nourvilure

La consommation de nourriture a été déterminée a plusieurs reprises au cours
de 'expérience, chaque fois pendant une période de 2 semaines. Aucune différence
significative n’a été observée entre les deux lots.

Manifestations d’ovdre clinique

En dehors de 'affection des voies respiratoires déja signalée, un certain nombre
de sujets ont présenté, au cours de la deuxiéme année, des tumeurs sous-cutanées
volumineuses siégeant en particulier au niveau de l'abdomen (deux dans le lot 1
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et deux dans le lot 2). En revanche, les crises de polynévrite et le syndrome des
« yeux 3 lunettes » signalées par Frrzauce, KNUDSEN et NELSON (1946) n’ont été
observés chez aucun de nos animaux.

Reproduction

A T'age de neuf mois, un certain nombre de femelles, choisies au hasard dans
chaque lot, ont été mises au male (dans une méme cage: 3 femelles avec 2 miles
du méme lot).

Les animanx de la deuxiéme génération ont été soumis dés le sevrage (4 21 jours)
au régime de leurs parents. Lorsqu’ils ont atteint 1'Age de trois mois, ils ont été mis
en couple, et les animaux de la troisiéme génération ont été soumis au régime de
leurs parents depuis le sevrage jusqu’a I'dge de trois mois.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 4.

TABLEAU 4

Reproduction des animaux

Reproduction des sujets Reproduction des sujets
de la 1re génération de la 2¢ génération
Lot 1 (eau) Lot 2 (SOy) Lot 1 (eau) Lot 2 (SO,)
Nombre de femelles accouplées. . 22 21 23 20
Nombre de femelles n’ayant pas
donnédeportée............... 0 & 2 3
Durée écoulée entre la mise en
couple et la mise bas (jours) (*).] 30,7 + 2,2 33,1 + 2,5 25,2 4 0,9 30,3 + 2,5
Nombre de jeunes par portée (*). 7,5 + 0,5 6,1 4 0,4 8,8 + 0,5 7,8 + 0,6
Proportion de males sur I'ensem-
ble des jeunes (p. 100)....... 52 45 53 39
Proportion des portées ol les males
sont les plus nombreux (p. 100). 59 42 53 21
Gain de poids des jeunes méles en
3moiS(Z) cenviiiiiiiiiia 240 239 214 219
Gain de poids des jeunes femelles
en 3 Mois (@)..evieivieninnnns 133 143 126 136

(*) La seconde valeur citée dans chaque colonne de chiffres représente I'erreur standard de la moyenne :

E = «\/Z(x—a—c)z
NE =1

Il existe une différence significative entre les deux lots en ce qui concerne le
nombre de jeunes par portée au cours de la premiére reproduction : en moyenne,
il est diminué de prés de 20 p. 100 dans le lot 2 (différence significative au seuil de
P = 0.05). Une différence du méme genre est observée au cours de la seconde repro-
duction, mais elle est moins marquée et non significative.

D’autre part, la proportion des méles dans le lot 2 est moins élevée que dans

Annales de Biologie animale. — 1g65. 8
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le ot 1. La comparaison des résultats obtenus dans les deux lots — par la méthode
dite due y? — prouve que la différence observée au cours de la premiére reproduction
peut étre due aux hasards de 'échantillonnage, mais que celle observée au cours de
la deuxiéme reproduction est hautement significative (au seuil de P = o.01).
Toutes les autres déterminations donnent des résultats identiques pour les

deux lots.
Etude hématologique
a) Le nombre des hématies et des leucocytes contenus dans le sang des ani-
maux a la fin de 'expérience est indiqué dans le tableau 5.
TABLEAU 5

Numérations globulaives (*)

Hématies Leucocytes
(millions par ml) (milliers par ml)
Males
Lot 1 (eau) .vvvvervenen. 2,9% - 0,12 8,79 L 0,73
Lot 2 (SO ueevunnnnn.. 8,90 - 0,28 11,12 + 0,91
Femelles
Lot 1 (eau) ......ooouuee 8,35 + 0,37 6,44 4 0,54
Lot 2 (SO8) evvvevenennn. 825 + 0,31 717 £ 0,52

(*) La seconde valeur citée dans chaque colonne de chiffres représente
Perreur standard de la moyenne :

E = Z(x——a-c)z
NN —1

Dans le cas des hématies, la faible différence observée entre les deux lots n'est
pas significative. Le taux des leucocytes est plus élevé dans le lot z (SO,) mais la
différence n’est significative que chez les méles (au seuil de P = 0.03).

b) Certains animaux présentaient des anomalies de leur formule sanguine :
ainsi a-t-on observé une hyperleucocytose avec polynucléose neutrophile (hyperleu-
cocytose atteignant parfois 16 000 & 19 000), en rapport avec des lésions pulmonaires
retrouvées & I'examen anatomique. Ces animaux étaient un peu plus nombreux
dans le lot 2 (SO,). D’autre part, quelques animaux présentaient une leucopénie,
mais ceci avec une fréquence égale dans les deux groupes.

¢) L’étude des frottis médullaires n’a pas montré de différence entre les deux
groupes (tabl. 6). La lecture des lames médullaires a cependant été techniquement
difficile, du fait de la richesse en graisse de la moelle du Rat, ce qui a rendu délicat
le probléme de la coloration des lames.
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TABLEAU 6

Myélogrammes (valeurs moyennes)

MAles ‘ Femelles

i Lot 1 (eau) Lot 2 (S0,) Lot 1 (eau) | Lot 2 (S8O,)

L) (%) (%) %

f
Myéloblastes . .ooooviininniniinieen.. \ 3 2 2,5 3
Promyélocytes....covvviiniiiiinn. ! 4,5 5,5 4 A
Myélocytes neutrophiles................ 25 26 25 24,5
Myélocytes éosinophiles ................ 5 4,5 5 6
Polynucléaires jeunes .................. 6 5,5 5,5 7,5
Polynucléaires neutrophiles mérs........ 40,5 41 37 39
Polynucléaires éosinophiles mirs ........ : 3 2,5 4 1
Polynucléaires basophiles mars.......... : 0 0 0 0
LymphoCytes ....vueveenereenennnnnns i 3 3 3 i A
Monocytes ...oviiiiiiiiiiiii i 2 2 /. f 2
Hématies nucléés .....oovvennenini.... 8 8 l 10 i 9

100 100 ] 100 100
|

Poids de divers ovganes

N

Le poids moyen de divers organes, rapporté a celui du corps, figure dans le

tableau 7.
La comparaison des valeurs obtenues dans les deux lots ne permet de relever

TABLEAU 7

Poids de quelques organes
(pour 100 g de poids corporel) (*)

|
Males Femelles
t

Lot 1 (eau) Lot 2 (SOy) Lot 1 (eau) Lot 2 (SO,)
Ceeur () cvvvvvieennnnannn, 0,38 -+ 0,027 0,38 -+ 0,028 0,41 £ 0,015 0,37 £ 0,011
FOie (g) vvvvvreeeenernnnnns. 4,37 + 0,14 4,23 &= 0,12 3,81 + 0,10 3,64 + 0,14
Rate (@) vvrerereeiannnnnn. 0,17 &+ 0,012 0,18 L 0,007 0,17 & 0,021 | 0,2% 1 0,025
REINS () vvvvrernnnnnnnnn. 1,03 £ 0,05 1,05 + 0,05 1,02 + 0,04 0,97 + 0,03
Surrénales (mg) ............. 11,7 + 0,80 13,0 =+ 0,86 21,4 + 0,91 20,7 £ 1,09
Testicules (g) . cvevenvnn..... 0,74 + 0,03 0,76 -+ 0,03 — —
Ovaires (@) +.vvvrreennnn. — — 27,6 -+ 3,7 24,7 x 1,5

(*) La seconde valeur citée dans chaque colonne de chiffres représente I’erreur standard de la moyenne

E=\/M2
NN — )
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qu'une seule différence significative : elle concerne le poids de la rate, qui est plus
élevé chez les femelles du lot 2 que chez celles du lot 1 (différence significative au
seuil de P = 0.05).

Litude anatomique: observations macroscopiques

Les principales observations macroscopiques sont résumées dans le tableau 8.
Bien que certaines lésions n’aient été observées que dans le lot 2, aucune d’entre
elles n’a été suffisamment fréquente pour qu'on puisse conclure a l'existence de
différences entre les deux lots.

TABLEAU 8

Etude anatomigue: observalions macroscopiques

Nombre de cas
(pour 50 rats par lot)

Lot 1 (eau) Lot 2 (S50,)

Tumeurs sous-cutanées (siégeant en particu-

lier au niveau de I'abdomen) .......... 2 2
ADCES AUX POUINONS. tvvevinnrennncnnnsss A 4
Kystes dans les muscles de la cuisse. . ... ... 0 A
Abcés aux reins ....oiiiiiiiiiiiien 0 1
Kystes dans le pancréas................. 0 1

Ltude anatomique : observations microscopiques

a) Au niveau du foie, ont été observées :

— une dilatation sinusale trés fréquente dans les deux lots, plus ou moins mar-
quée, 4 disposition centro-lobulaire, en rapport avec le mode de sacrifice sans aucun
doute ;

— une stéatose se répartissant comme l'indique le tableau qg.

TABLEAU ¢
Répartition des cas de stéatose hépatique
Nombre Nombre de cas
de Stéatose Stéatose Stéatose Stéatose
rats . A .
nulle discréte nette marquée
Males
Lot 1 (eau)eecvnenennns 25 12 7 5 1
Lot 2 (S03) vuvvvnnns 25 13 6 3 3
Femelles
Yot 1 (eau)..ceeenennn. 24 10 9 5 0
Lot 2 (SO2) eeunnnnenniin 25 14 8 3 0
!
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Cette stéatose, sans particularité histologique, se retrouve avec une fréquence
comparable dans les deux groupes d’animaux.

b) Au niveau de '@sophage, on a trouvé, chez un méle qui avait requ du méta-
bisulfite, une ulcération du bas esophage. Cette ulcération ne peut vraisemblable-
ment étre retenue comme 1ésion due au sulfite, car de multiples facteurs peuvent
expliquer une telle lésion chez un rongeur ; d’autre part, elle a été rencontrée une
seule fois.

Aucune différence n’est 4 signaler entre les deux lots dans la structure de la
portion cesophago-gastrique et les régions voisines. Dans les deux lots, I'épithélium
malpighien a paru légérement hyperplasique dans cette région.

¢) Au niveau des 7eins, on a trouvé parfois des cylindres hyalins, des cylindres
granuleux, des dilatations tubulaires kystiques (tabl. 10). Mais la répartition de
ces lésions est identique dans les deux lots.

TABLEAU 10

Répartition de diverses lésions rénales

Nombre Nombre de cas
de Cylindres Cylindres Dilatations
rats : .
hyalins granuleux kystiques
Males
Lot 1 (eau) ...... 25 4 1 1
Lot 2 80y ...... 25 6 1 3
Femelles
Lot 1 (eau) ...... 24 4 2 1
Lot 2 (80y) ...... 25 3 0 1

Quelques images de hyalinisation des basales ont été observées, mais le phéno-
méne restait limité et se retrouvait dans les deux lots. Ces modifications sont a ratta-
cher probablement 4 des phénoménes de vieillissement.

Il n’a pas été observé de calcification.

Une fois, chez un male du lot 2 (SO,), il a été observé des images de régression
tubulaire, paraissant plus en rapport avec des phénoménes infectieux que toxiques
(abcés rénal constaté 4 Uautopsie).

d) Au niveau des poumons, de nombreuses lésions inflammatoires 4 prédomi-
nance péribronchique, de caractére aigu au subaigu, ont été retrouvées, en rapport
avec des phénoménes cliniques signalés précédemment. Leur répartition était la
suivante :

Miles, lot 1 (eau) ............ e 8 cas
Males, lot 2 (SOp) v.vvveen.. e 12 cas
Femelles, lot 1 (eau)...... e I2 cas

Femelles, lot 2 (SO,) .vvvvvieniiieennnnnn.. II cas
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La répartition n’a donc aucun caractére particulier.

e) Les auires viscéres ont fait I'objet d’'une étude systématique, sans qu’il soit
possible de mettre en évidence des différences entre les deux lots, ni méme des alté-
rations.

I étude de 'appareil digestif a été particuliérement soignée au niveau de l'es-
tomac, notamment en ce qui concerne la forme et la répartition des éléments {(cellules
mucipares, bordantes, principales). Quelques images de nécrose ont été observées
dans les deux lots au niveau des couches cellulaires superficielles de la muqueuse;
elles étaient peut-&tre en rapport avec les techniques de sacrifice et de fixation des
piéces. Ces aspects sont restés trés limités. Les infiltrats inflammatoires ont été
recherchés, ainsi que les aspects éventuels d’hyperplasie ou d’hypoplasie de la mu-
queuse.

DISCUSSION

I. — Des observations rapportées ci-dessus, il résulte qu’aucune différence
n’a été observée entre les deux lots en ce qui concerne la mortalité, I'évolution pon-
dérale, la consommation de nourriture, les manifestations cliniques, les formules
sanguines (sauf en ce qui concerne le nombre des leucocytes), les myélogrammes,
le poids de différents organes (sauf en ce qui concerne celui de la rate), I'étude ana-
tomique des viscéres.

Les effets de I'administration prolongée de sulfites ont donc été limités :

— au cours des essais de reproduction, on observe une diminution de I'impor-
tance numérique des portées et de la proportion des méiles dans les portées ;

— 4 la fin de l'expérience, le nombre moyen des leucocytes contenu dans le
sang est plus élevé que chez les témoins ;

— le poids moyen de la rate des femelles est également plus élevé que chez les
témoins.

La signification de ces faits est d’interprétation difficile.

Les observations effectuées au cours des essais de reproduction ne se sont accom-
pagnées apparemment d’aucune malformation chez les jeunes, dont la croissance
a été d’autre part normale. L’existence bien connue, en clinique et en pathologie
expérimentale, des effets de certains toxiques sur la reproduction, conduit cependant
a attacher de I'importance a tout effet particulier constaté dans ce domaine. Dans
le cas présent, il sera nécessaire de chercher si la diminution du nombre des jeunes
par portée est due & une action sur les gamétes, 4 des avortements ou a une résorp-
tion embryonnaire.

Quant a l'accroissement du nombre des leucocytes dans le groupe qui a regu
du métabisulfite de potassium, il convient de souligner qu’il n’est significatif que
chez les males ; le nombre des leucocytes dans le sang du Rat adulte varie d’ailleurs
normalement entre 6 000 et 18 0ooo par ml (CRESKOFF et al., 1962), et il suffit d'un
choc émotionnel, ou d'un effort de 'animal qui se débat pendant quelques secondes
pour provoquer une leucocytose. Comme on l'a vu, il reste toutefois que les cas
d’hyperleucocytose avec polynucléose neutrophile, en rapport avec des lésions
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pulmonaires retrouvées 4 l'examen anatomique, sont un peu plus nombreux chez
les animaux qui ont recu du métabisulfite de potassium que chez les témoins.

Enfin, 'augmentation du poids de la rate dans le groupe qui a recu du méta-
bisulfite de potassium ne se manifeste que chez les femelles. Un trés petit nombre
d’animaux en est responsable ; I’omission de 2 d’entre eux (sur 25) suffirait 4 rendre
non significative la différence entre les deux lots.

II. — Les résultats de notre travail concordent avec ceux d’autres études signa-
lées au début de notre exposé mais différent de ceux obtenus par FITzHUGH et al.
(x946) et par FrLanzy et al. (1955).

a) Rappelons que les premiers, au terme d'une triple expérimentation effectuée
en trois époques différentes et en utilisant divers protocoles dont I'un visait a déter-
miner la part de I'avitaminose B, dans les troubles observés, concluaient au réle
certain des sulfites dans l'apparition des troubles suivants: polynévrite, yeux a
lunettes, dépigmentation des incisives, modification de 1'utérus, atrophie de diffé-
rents viscéres, calcification rénale tubulaire, atrophie osseuse, nécrose myocardique
localisée et hyperplasie squameuse épithéliale gastrique.

Un certain nombre de lésions n'ont pas été recherchées dans notre étude:
polynévrite (1), atrophie osseuse, altération de I'utérus. Mais nous n’avons pas
retrouvé les autres altérations signalées par Fr1izuucGH et al. Plusieurs raisons peu-
vent étre invoquées pour cela, et en particulier les différences dans les conditions
d’expérience.

Nous pensons qute bon nombre d’altérations signalées dans le travail de Fr1-
ZHUGH et al., correspondent en fait & des modifications assez souvent rencontrées
chez le rat 4gé et que le nombre d’animaux utilisés, tant chez les témoins que chez
les animaux traités, ne permet peut-étre pas de conclure avec certitude a leur fré-
quence plus grande chez les animaux traités. C'est le cas en particulier pour les
lésions dites de stéatose hépatique qui, dans le dernier travail de ¥FrrzrucH et al.,
se répartissaient comme suit :

TéMmIOINS oot r e it ine e rnernnanasnnnnans 5 cas pour & rats
0,012 5 p. 100 de métabisulfite de sodium ... 6 cas pour ¢ rats
0,025 P I00 tutriiineie e 3 cas pour 8 rats
0,05 Pr I00 ¢ ttitiieerenen e 10 cas pour 16 rats
0,25 P T00 ittt i 6 cas pour ¢ rats
1,00 P I00 i i e 5 cas pour IO rats

Il est vrai que pour d’autres altérations le pourcentage chez les animaux traités
parait un peu plus grand que pour les témoins, mais jamais le nombre de témoins
utilisé ne permet d’affirmer avec certitude que les aspects observés (assez banals
en eux-méme) sont valablement plus fréquents chez les animaux traités que chez
les témoins.

Enfin, dans un domaine aussi difficile que celui de 'appréciation de modifi-
cations statistiquement significatives dans les études de toxicité chronique, il serait
bon de pouvoir confronter des images histologiques de ce que les auteurs consi-
dérent comme des altérations pathologiques. Il est vrai cependant que la majorité

(1) Signalons cependant qu’aucune crise de polynévrite n'a été observée.
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des altérations signalées dans le travail de FITzHUGH et al., ne serait qu’'une survenue
plus fréquente, chez les animaux traités, de modifications assez courantes en elles-
mémes et ne nécessitant pas, peut-étre, la présentation de micro-photographies.

b) L’absence d’effet du métabisulfite sur le développement pondéral des ani-
maux et sur le poids du foie parait en discordance avec les résultats que deux d’entre
nous avaient obtenus antérieurement avec FLANZY (1955), résultats rappelés dans
Iintroduction de ce travail. Il est possible que la divergence soit due aux formes
d’administration respectives des sulfites (dans le vin, ou en solution aqueuse). Mais
il se peut aussi qu’elle résulte, pour urne part, des conditions d’alimentation différentes
dans les deux expériences : dans notre travail de 1955, les animaux étaient soumis
a un régime ne contenant que 2 mg de thiamine par kg, alors que dans la présente
étude, le régime en conternait environ le double. Or, HOTZEL (1961-1962) a constaté
que des doses de SO, qui n’ont aucurne action sur la croissance du Rat soumis a un
régime alimentaire largement pourvu en thiamine, peuvent ralentir le développe-
ment pondéral lorsque le régime est peu riche en cette vitamine (%).

III. — Il y a lieu de rappeler que les doses de SO, administrées pendant la
plus grande partie de 'épreuve atteignaient approximativement 40 mg par kg de
poids corporel. Or, un homme de poids moyen (65 kg) consommant quotidiennement
I litre de vin sulfité a la dose licite maximum, recevrait ainsi 7 mg de SO, par kg
de poids. Le rapport entre les valeurs 40 et 7 peut paraitre élevé ; mais il est bien
inférieur au rapport entre doses non toxiques pour les animaux d’expérience et doses
réellement ingérées par 'Homme pour que la garantie d’innocuité puisse étre jugée
suffisante (%).

D’autre part, notre travail, du fait méme qu’il portait sur des animaux, n’a
pas permis de vérifier l'existence de certains symptdmes subjectifs dont se plaint
parfois le consommateur humain aprés ingestion d’aliments ou de boissons forte-
ment sulfités (irritation du tractus digestif, cephalées).

Regu pour publication en janvier 1965.

SUMMARY

POTASSIUM METABISULPHITE :
LONG TERM STUDY OF TOXICITY IN THE RAT

For 20 months 2 groups of 8o rats, 40 male and 4o femela, were fed on the same balanced
ration, and to drink they were given either distilled water or a solution of potassium metabisulphite,
1.2 g per litre.

There was no difference between the groups in mortality, changes in weight or feed intake,
nor in clinical signs, blood picture, except for number of white cells, or weight of different organs,
except for spleen. Macroscopic and microscopic examination of viscera removed at the end of the
trial, oesophagus, stomach, small intestine, colon, liver, kidneys, heart, lungs, spleen, pancreas,
adrenals, sections of muscle, encephalus and trachea showed no difference between the groups.

(1) Cette constation suggére que les sulfites peuvent détruire la thiamine 7z 210 — comme ils la détruisent
in vilro -— ou entraver son utilisation par ’organisme.

(*) Dans le cas présent, il n’était pas possible d’expérimenter avec des solutions sulfitées beaucoup plus
concentrées, qui auraient été refusées par les rats.
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The only effects seen in the animals given potassium metabisulphite were an increase in number
of lIeucocytes, signifiant in males only, and an increase in weight of spleen, significant in females
only.
On the other hand, during two successive generations the group given potassium metabisulphite
produced a smaller number of young per litter, with a smaller proportion of males, than in the
control group. Growth of the young, maintained in the same way as their parents, was the same in
the two groups during the three months it was recorded.

The restricted nature of the differences seen between the two groups and the difficulty of inter-
preting them does not allow for the present any conclusion about the harmfulness of potassium
metabisulphite given in the way it was. Complementary research will be necessary, particularly
as regards the effects on reproduction.
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