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AVANT - PROPOS
. On désigne vulgairement sous le nom de levure tout microorganisme qui, placé dans une solution sucrée, dédouble le sucre en alcool et acide carbonique : en un mot provoque la fermentation alcoolique. Le vieux mot de levure (lever) date d’une époque où l’on ne se faisait pas la moindre idée de la signification biologique d’une levure, où l’on ignorait entièrement sa nature vivante. Aujourd’hui, le terme de levure a pris parmi les botanistes une signification plus restreinte. On entend par levure, au sens botanique, tout champignon unicellulaire, quelles que soient ses propriétés biochimiques, de forme ovale ou sphérique, qui se multiplie par bourgeonnement ou par asques et ascospores.
DE Bary, REESS et HANSEN les premiers assimilent asques et ascospores aux asques des Ascomycètes, considérant les véritables levures comme des champignons autonomes qui ne se développent que sous forme de levures et incapables de se développer en mycélium. Cette conception est admise partout.
Les levures constituent une famille d’Ascomycètes connue sous le nom de Saccharomycétées. Disons cependant qu’il existe des levures vraies qui ne produisent jamais d’ascospores. Peut-être n’avons-nous pas encore pu déceler le milieu favorable à ces appareils reproducteurs.
Un assez grand nombre de levures sont parasites. Peu sont parasites des végétaux. C’est souvent chez les animaux et chez l’homme que le parasitisme s’exerce. On connaît depuis longtemps l’'Endomyces albicans qui occasionne la maladie bien connue sous le nom de « Muguet >». REMAK puis ROBIN signalèrent dans l'intestin de divers mammifères une véritable levure pouvant sporuler, qui a reçu le nom de Saccharomyces guttulatus. METCHNIKOFF découvre en 1884 dans la cavité générale des Daphnies une levure qui provoque chez ces Crustacés une maladie spéciale. C’est à propos de cette levure dénommée Monospora cuspidata Metchnikoff que cet auteur a
lire
pu grâce à la transparence des tissus de la Daphnie découvrir la phagocytose.
Les ascospores avalées par les Daphnies, percent l’intestin et tombent dans la cavité générale, où elles ne tardent pas à bourgeonner en provoquant la mort de l’animal. Des levures pathogènes furent observées plus tard chez les animaux les plus divers. BUTSCHLI et DANGEARD en ont observé chez les Anguillules, SCHAUDINN dans l'intestin du Culex et LINDNER dans les larves de la mouche Corethra plumicorum.
Depuis, le nombre des levures pathogènes s’est notablement accru par la découverte d’un très grand nombre de ces champignons occasionnant les maladies les plus diverses chez l’homme et chez les animaux domestiques et groupées sous le nom de Blastomycose.
Nous n'avons pas l’intention ici de faire l'historique et la nomenclature de toutes les levures pathogènes connues. Nous nous bornerons aux espèces trouvées dans des cas d’affections buccales et pulmonaires et nous décrirons une levure nouvelle isolée de plusieurs cas d’affections laryngées et pulmonaires.
Avant d'aborder l'exposé de nos recherches nous prions M. le Professeur A. SARTORY, professeur de microbiologie à la Faculté de Pharmacie de Paris, Doyen honoraire de la Faculté de Strasbourg qui nous a prodigué ses conseils et ses encouragements de croire à notre respectueux attachement et à notre vive reconnaissance pour les preuves souvent renouvelées de sa bienveillance. Qu'il nous soit permis d'adresser à MM. les Professeurs R. SARTORY, Pierre CORDIER et J. MEYER, Maitre de Conférences, nos vifs remerciments pour avoir bien voulu accepter de faire partie du jury de notre thèse.
HISTORIQUE
Mycoses buccales et pulmonaires [1].
L'action pathogène des levures observée chez les animaux et surtout chez l’homme se manifeste de bien des façons. Nous ne nous occuperons ici que des mycoses buccales et pulmonaires.
En 1853, RoBIN [2] désigne sous le nom d’Oidium albicans le microphyte qui forme sur la muqueuse des premières régions du tube digestif des plaques blanchâtres ou jaunâtres, désignées vulgairement sous le nom de muguet.
Mais la première relation bien observée de levure pathogène chez l’homme a été faite en 1893 par ACHALME et TROISIER [3] dans un cas d’angine rappelant cliniquement le muguet. Un enduit blanchâtre recouvrait le pharynx, les amygdales, les piliers du voile du palais, la luette, la face interne des joues. Examiné au microscope cet enduit révélait la présence d’une levure qui fut étudiée et décrite très soigneusement par les auteurs. Elle a été dénommée Saccharomyces anginaäe par VUILLEMIN en 1901.
Le premier cas américain de Blastomycose généralisé fut observé par WALKER et MONTGOMERY [4], maïs sa véritabel nature ne fut reconnue que à ans plus tard par l’exainen histologique des pièces.
En 1895 MarFrucci et SIRLEO [5] observent une levure qu’ils nomment Cryptococcus niger chez un cobaye qui avait succombé au marasme après avoir été inoculé sous la peau au moyen d’un embryon provenant d’une mère tuberculeuse. Elle était pathogène pour des cobayes neufs.
En 1895 RoxcaLr [6] remarque dans un adenocarcinome de l’ovaire, dans un épithélioma de la langue, dans un ganglion de l’aisselle chez une femme atteinte d’un sarcome du sein, et dans un adenocarcinome du colon transverse, une levure qu’il nomme Blastomyces vitrosinile, RONCALI (1896) — Cryptococcus degenerans (VUILLEMIN).
Toujours la même année, FERNI et ARNCH [7], TOKISHIGE [81 en 1896 décrivent le « Farcin d'Amérique » et le « Farcin du Japon », maladies endémiques des chevaux et des mulets au Japon et en Afrique, dues également à des levures du genre Cryptococcus. Dès lors, le rôle pathogène de ces organismes devient de plus en plus manifeste chez l’homme et chez les animaux.
En 1896 BrazzoLAa [9] décrit également une levure pathogène pour les animaux trouvée dans les fausses membranes d’un enfant mort de diphtérie grave. On n’obtint pas de bacilles diphtériques, mais une culture pure d’un Saccharomycète qui avait la plus grande analogie avec celui décrit par BUSSE,
Par inoculation à des animaux, BRAZZOLA provoqua une maladie qui ressemblait complètement à celle observée chez l’homme et qui consistait en une inflammation, une nécrose et une intoxication générale.
SIMONI [10] en 1897, dans 20 cas d’hypertrophie des amygdales pensa pouvoir démontrer la présence de levures. Il ne trouva pas de Blastomycètes dans les amyÿgdales normales.
Dans les années 1896 et 1897 GoTTi et BRAZZOLA [11] décrivent un Blastomycète spécial qu’ils ont rencontré dans le produit du jetage chez une jument soupconnée d’être atteinte de morve. À l’autopsie, on constate chez la jument une tumeur de nature myxo-sarcomateuse, siégeant dans la partie supérieure de la fosse nasale gauche.
Signalons en passant les travaux de SAN FELICE, RONCALI, KAHANE, Rossi-DORIA, BINAGHI, AIVEOLI, D’ANNA, CORSELLI et FRisco, MAFFUCCI et SIRLEO, PLIMMER, sur la théorie blastomycétienne du cancer, battue en brèche par BORREL [12] en
En 1898, SAN FELICE [13] observe dans le poumon d’un pore renfermant de nombreux nodules de dimensions variables, une levure, le Cryptococcus granulomatogenes, syn. Saccharomyces granulomatogenes, SAN FELICE 1898, pathogène pour le porc, non pathogène pour la poule, le rat blanc, le cobaye et le lapin.
En 1899 S. ARTHAULT [14] décrit une levure, qu’il aurait rencontrée dans une caverne pulmonaire. Cette levure pousse très bien sur les milieux solides usuels : carotte, pomme de terre, navet, etc. en donnant des cultures humides, épaisses, de coloration vermillon. Elle est constituée par des éléments
ovalaires de 8 à 12 u de long se reproduisant par bourgeonnement. Cet organisme a été dénommé par ARTHAULT Cryptococcus cavicola.
En 1900 VuizLEmiN et LEGRAIN [15] décrivent la même année un Saccharomyces nouveau, Saccharomyces granulatus, qui existait à l’état de pureté dans le contenu séro-sanguinolant de tumeurs apparues dans la région du maxillaire inférieur chez un homme.
En 1901 LucET [16] observe dans un cas de langue noire une levure qu’il nomme Cryptococcus linguae pilosae.
GiLCHRIST [17] signale une blastomycose généralisée qui débute par une sorte de furoncle sur l’abdomen. Le malade guérit en 6 semaines par l’iodure de potassium. Des cultures pures de Blastomycètes (avec croissance mycélienne et hyphes aériennes) furent obtenues et un abcès non rompu du dos et des lésions du sein et de l’aisselle droite. Les cultures du sang furent négatives. Dans les coupes, l’organisme mesurait environ 1 w de diamètre. Un chien, à la suite d’injection intraveineuse de pus d’un abcès non ulcéré présenta des nodules tuberculoïdes caractéristiques dans le poumon.
Toujours en 1902 OrRmsBY [18] signale chez un homme de 38 ans fermier dans l’Indiana, une blastomycose généralisée qui débuta par une amygdalite suppurative ; à celle-ci succéda une pneumonie (toux, expectoration). On aperçut ensuite un gonflement douloureux du genou gauche, puis une autre tuméfaction en arrière, qui donna du pus. Le blastomycète fut décélé dans le pus et obtenu en culture pure.
Egalement en 1902 S. W. WALKkER et MONTGOMERY [19] isolent une levure chez un homme pour lequel on fit le diagnostic de tuberculose miliaire aiguë quelques jours avant la mort. A l’autopsie, les poumons, le foie, la rate, les reins furent trouvés farcis de nodules miliaires que l’on pensa être des tubercules. Ce n’est que plus tard que l’examen histologique des zones pulmonaires infiltrées montra la structure typique du nodule blastomycétique, avec un grand nombre de formes bourgeonnantes. La coupe des lésions cutanées montra une infiltration caractéristique de blastomycose cutanée avec cellules géantes, abcès miliaires, hyperplasie épithéliale, éléments bourgeonnants. On ne fit malheureusement pas de cultures. Quelques cobayes inoculés avec les tissus des lésions cutanées et, au moment de l’autopsie avec les tissus des organes profondément situés, n’eurent aucun accident tuberculeux.
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La recherche du bacille de Koch sur plusieurs centaines de coupes ou lames fut infructueuse.
En 1902 KLEIN [20] isole dans un lait une levure dénommée Cryptococcus kleini; ce même organisme a été trouvé à Bologne (Italie), par FRANCIONI dans les crachats d’un enfant.
En 1903, OrmsBy et MILLER [21], OTis et Evans [22] décrivent une blastamycose généralisée suivie de mort. L'étude morphologique et biologique de la levure a été faite avec beaucoup de soins.
En 1904 KLEIN et GORDON [23] isolent un Saccharomyces appelé Saccharomyces hominis ; ce champignon a été isolé souvent en culture pure, dans tous les cas d’une maladie épidémique de la gorge simulant la diphtérie. Ce parasite pousse bien sur tous les milieux, aux températures comprises entre 16 et 40° et fait fermenter le glucose. II se montre sous l’aspect de levures bourgeonnantes sur tous les milieux et peut présenter la forme filamenteuse sur les milieux contenant du glucose. Les cellules, sphériques ou ovales, peuvent atteindre jusqu’à 5 et 7 u de long'sur 4 à 5 u de large. Les cultures se montrent pathogènes pour le cobaye et le lapin qui présentent des accidents locaux ou une mycose généralisée, suivant le mode d’inoculation.
La même année HANSEN isole de crachats muco-purulents une levure que l’on désigne sous le nom d’Hansenula anomala. BEAUVERIE et LESIEUR, en 1912, retrouvent ce parasite dans des crachats provenant d’un tuberculeux pulmonaire. Cette espèce donne facilement des asques et les ascospores sont en forme de chapeau melon.
En 1904 CrEaARY [24] trouve dans de nombreux abcès situés aux poumons chez un homme suspect de tuberculose pulmonaire une levure que nous désignerons sous le nom de levure de Cleary.
L'examen microscopique des abcès et nodules décelait la structure typique de la blastomycose avec des organismes bourgeonnants; des cellules géantes en contenaient : ils étaient rares dans les zones de nécrose. On les trouvait dans les bronches et même dans le myocarde. La rate, les reins et les surrénales montraient une dégénérescence amyloïde. La cause de la mort fut évidemment une affection générale dûe aux levures, avec dégénérescence amyloïde étendue. Malheureusement, ici encore nous n'avons aucun renseignement botanique et biologique.
EN NE
En 1905 EisENprATH et ORmsByY [25], LE COUNT et MYERs [26] nous font connaître un: cas fort curieux de bronchopneumonie blastomycétienne avec dilatation des bronches, blastomycose des ganglions péri-bronchiques de la plèvre (pleurite fibreuse), des tissus sous-pleural et rétro-pharyngé, reconnus à l’autopsie.
En 1907 STEINHAUS [27] trouve une levure pathogène pour les animaux de laboratoire dans une fausse membrane diphtérique. Il la nomme Saccharomyces membranogenes STEINHAUS.
Quelques années auparavant en 1903 BLANCHARD, BINOT et SCHWARTZ [28] découvrent une levure nommée par GUIART Saccharomyces blanchardi, dans le liquide provenant d’une tumeur péritonéale.
En 1906 HupELo, DuvaL et LOEDERICH [29] relatent chez une femme de 35 ans, une blastomycose généralisée se traduisant par des nodosités qui s’ulcéraient. Le pus des abcès donna des cultures abondantes et pures d’un champignon bourgeonnant ayant tous les attributs des levures. Cet organisme était pathogène pour les cobayes et les chats jeunes. Inoculé à ces animaux on constatait au bout de 20 à 25 jours une blastomycose pulmonaire très étendue. Les souris blanches étaient très sensibles.
CHRISTENSEN et HEKTOEN [30] signalent en 1906 deux cas intéressants de blastomycose généralisée chez deux fermiers, l’un habitant Iowa, l’autre dans le Wisconsin. Des organismes bourgeonnants ont été décélés dans les expectorations de ces deux malades.
Toujours en 1906 IRoONS et GRAHAM [31] signalent une blastomycose généralisée qui débuta par l’apparition d’un petit nodule sous-cutané sur la face interne de la cuisse droite. D’autres lésions semblables apparurent sur les jambes, bras, face, cheville. Il y eut mort. À l’autopsie on constate une blastomycose miliaire des poumons et de la rate, blastomycose ulcéreuse du lobe supérieur gauche, abcès multiples sous-cutanés et fistules de la face, du cuir chevelu, etc. Des cultures de levure furent obtenues avec le pus des abcès souscutanés ; rien ne donna de culture, ni le sang ni l’urine. Une blastomycose généralisée miliaire fut produite chez le lapin par inoculation d’une culture pure.
BaAssoE [32] nous signale, toujours en 1906, une blastomycose généralisée débutant par un abcès à l’épaule, puis à la région lombaire. Le malade mourut. Le pus de ces abcès
RENÉ ue ‘contenait des levures qui furent obtenues en culture pure en partant du pus pendant la vie. Des animaux inoculés donnèrent des lésions blastomycétiques se remarquant surtout dans les régions pulmonaires. Une blastomycose généralisée fut également provoquée chez plusieurs cobayes.
En 1907 SArTORY et DEMANCHE [33] isolent d’un pus de péritonite par perforation de l’estomac, une levure qui est pathogène pour le lapin, qu’elle tue en 14 jours. Ils la nomment Cryptococcus rogerii. Cette espèce a été retrouvée par BEAU- VERIE et LESIEUR en 1912 dans des crachats de malades suspects de tuberculose pulmonaire.
En 1907 CoLEy et Tracy [34] signalent une blastomycose généralisée chez un homme de 27 ans, policeman à New-York. On obtint du pus des abcès, une culture pure de levure. Avec ces produits purs on inocula avec succès des souris et un chien. On put provoquer ainsi des blastomycoses pulmonaires sgénéralisées.
HERRICK et GARVEY [35], MONTGOMERY [36] signalent des cas fort intéressants de blastomycose pulmonaire et généralisée.
En 1907-1908, HARTER [37] fait une remarquable étude sur la blastomycose humaine ; il décrit avec beaucoup de soins une nouvelle levure du genre Cryptococcus : Cryptococcus harteri.
En 1908 CLERC et SARTORY [38] dans une angine chronique isolèrent le Pneumobacille de Friedlander et une levure ; ce microorganisme donna une culture blanche puis rosée. Pas de mycélium ni de spores. Expérimentalement les auteurs obtinrent des abcès chez le cobaye. Ces abcès renfermaient un liquide purulent contenant la levure.
KROST, MOrs et STOBER [39] en 1908 publient l’observation d'un malade atteint de blastomycose miliaire et nodulaire des poumons, des reins, de la rate, du cerveau, de la plèvre, des ganglions lymphatiques. Blastomycose ulcérative du cerveau, du cervelet, de la prostate, de la peau. Abcès multiples dans les tissus osseux, musculaires et sous-cutanés. On obtint des cultures pures durant la vie du malade, avec le sang, le pus de divers abcès et les lésions cutanées, et, après la mort avec le pus du genou, les lésions pleurales et prostatiques (culture mixte de la prostate). Il n’y avait pas de bacilles de Koch dans le pus et les tissus.
En 1908 Oswarzp [40] signale une blastomycose généralisée
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chez un homme atteint de bronchite et présentant d’autres signes de maladie grave. Il existait des levures dans les crachats, dans le pus d’une lésion du genou et également dans le pus d’un large abcès sous-cutané, de la poitrine et d’une lésion de la face. Le malade mourut. Des cultures pures furent obtenues. Le Docteur JERGER démontra la nature pathogène des parasites pour les cobayes et l’absence de tuberculose dans ce cas.
En 1910 CAsTELLANI [41] décrit plusieurs cas de blastomycoses dues à l’Endomyces tropicalis, l'Endomyces pseudotropicalis, lEndomyces paratropicalis, le Saccharomyces krusei — (Endomyces pinoyi) associé aux précédents. Les trois premières espèces ne sont peut-être que des variétés du parasite du muguet.
En 1912 BEAUVERIE et LESIEUR [42] isolent d’un exsudat pharyngé crémeux Cryptococcus rogerit SARTORY et Cryptococcus salmoneus SARTORY d’une ulcération linguale d’un typhique. La même année BEAUVERIE et LESIEUR [43] isolent de crachats humains, au cours d’un cancer secondaire du poumon, une levure qu’ils nomment Cryptococcus quilliermondi.
Toujours en 1912 les mêmes auteurs isolent de crachats mucopurulents d’un tuberculeux pulmonaire une espèce reconnue comme Hansenula anomala HANSEN, 1904.
En 1912, BEAUVERIE et LESIEUR [44] au cours d’une stomatite ulcéro-membraneuse pendant une fièvre typhoïde compliquée d’érythème polymorphe, décèlent une levure à laquelle ils donnent le nom de Cryptococcus lesieuri BEAUVERIE 1912. Peu de temps après ils décrivent un Cryptococcus : Cryptococcus sulfureus isolé d’un exsudat pharyngé crémeux d’une malade atteinte de fièvre typhoïde grave.
La même année, CoPELLI isole d’un cas de blastomycose de la langue et des orteils, un Cryptococcus spécifique pathogène pour le lapin et le cobaye en inoculation intrapéritonéale et intraveineuse.
En 1912 BREAD [45] rapporte 15 cas dont il donne la caractéristique morphologique, culturale ; le parasite fut trouvé le plus souvent dans les crachats, mais encore dans une tonsillite membraneuse, dans la sécrétion vaginale et dans le pus d’un abcès cutané. En général, il se trouvait associé à d’autres microorganismes ; néanmoins, il pouvait tout seul déterminer l'infection et, en pareil cas, sa disparition entraînait une amélioration et la rétrogradation des symptômes morbides,
Of
Le sérum de 4 malades fournit une épreuve d’agglutination positive ; avec l’extrait des oïdies, on a pu obtenir chez deux malades une cuti-réaction. Les composés iodés sont les plus utiles au point de vue thérapeutique.
Toujours en 1912, CARPANO [46] isole dans le poumon d’un cheval ayant succombé à une pleuro-pneumonie, à côté du Streptocoque de Schutz, une levure à laquelle il attribue un rôle, au moins secondaire dans laffection. On trouve dans tout le poumon des cellules isolées ou réunies en chaînettes de plusieurs éléments semblables soit au Saccharomyces guttulatus, soit au Cryptococcus de Rivolta. Dans les milieux de culture cet organisme pousse très mal, sauf sur pomme de terre ou sur gélose à la pomme de terre glycérinée et acidifiée. Les éléments qui poussent dans ces cultures ressemblent à la levure de bière.
Les cobayes et les lapins inoculés dans le thorax meurent très vite sans qu’on retrouve les parasites dans l’organisme. Chez les cobayes injectés sous la peau on les décèle au point d’inoculation.
En 1913 POTRoN [47] isole une levure d’une infection pleuro-pulmonaire grave à laquelle il donne le nom de Saccharomyces Étiennei. Dans les cultures ainsi que dans l’expectoration, le champignon affecte la forme caractéristique des levures. Cellules dont la forme varie de la sphère à l’ellipse ; celles-ci pouvant s’allonger sur certains milieux pour donner des formes cylindriques régulières ou en boudin, avec étranglements. Les dimensions les plus communes sont les suivantes : longueur : de 3 à 9 u pour les éléments arrondis ou elliptiques ; largeur : sensiblement égale pour les plus petits globules atteignant 1, longueur pour les globules elliptiques. Les formes en boudin atteignent 15 à 18 u sur 4 à 5 u de largeur maximum. La membrane est mince, lisse, et ne présente de stratification que sur les formes vieilles ; aucune formation capsulaire. Aucun phénomène de cloisonnement. Multiplication par bourgeonnement. Les éléments elliptiques sont les plus fréquents et s’observent presque uniquement à 25° sur carotte et pomme de terre ainsi qu’en milieu liquide. Ces formes allongées régulièrement se remarquent en très grande abondance sur navet. Sur artichaut glycériné, elles paraissent avoir la prépondérance. Les formes en boudin s’observent de préférence sur les vieilles cultures, dans les voiles sur liquides. Certaines cellules épaississent leur paroi et constituent
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ainsi de véritables chlamydospores, principalement dans les voiles. Elles donnent des asques et la formation de l’asque n'est précédée d’aucun phénomène de copulation. Il y a 4 ascospores elliptiques. La dimension des ascospores a pour constante 2 u à 2,25 u, les asques ont le plus souvent 7 à 8 u sur 5 nu. Cette levure pousse sur tous les milieux ordinaires employés en mycologie parasitaire, elle est sans action sur la gélatine, le sérum coagulé, le blanc d'œuf. Elle coagule le lait, précipite la caséine sans la peptonifier.
Au point de vue du pouvoir pathogène elle paraît être pyogène localement chez le cobaye et le lapin et détermine chez le cobaye une véritable dystrophie.
En 1914 DARMAGNAC et BARLETTI [48] décrivent un Saccharomyces auquel nous donnons le nom de Saccharomyces de Darmagnac et Barletti. Cette levure provoque une mycose des dindonneaux. Les lésions de la maladie étudiée par des cultures rappelaient celles de la tuberculose aviaire, mais les lésions pseudo-tuberculeuses renfermaient une levure que les auteurs cultivèrent et qu’ils rangèrent à côté des Saccharomyces de VUILLEMIN, LEGRAIN, DE CURTIS, etc... Cette levure est pathogène pour le lapin et les jeunes oiseaux chez lesquels elle détermine les lésions caractéristiques de pseudo-tuberculose. Elle est aussi pathogène pour le rat et la souris qu’elle tue sans lésions appréciables. Un essai de traitement des malades avec une solution iodo-iodurée a donné de bons résultats.
En 1915 DE ANGÉLIS [49] décrit une nouvelle blastomycose due à une levure qu’il croit nouvelle et qui occasionne une tumeur adénocarcinomateuse chez le rat blanc.
La même année BREUIL [50] décrit le Cryptococcus mutilans. Cet organisme serait l’agent causal d’une maladie assez répandue en Océanie connue sous le nom de « Gangosa» ou « Rhino-pharyngite mutilante ». Ce germe n’a pas été cultivé et les inoculations aux animaux ont été négatives.
Il a été revu par TappiA (1931) en Cyrénaïque, également dans un cas de « gangosa ». BORZONE (1932) a décrit la variété tucumanensis qui serait la cause, dans les provinces du nord de la République Argentine d’une maladie mutilante, souvent confondue avec la leishmaniose à cause de son aspect clinique et dont elle se distingue par lefficacité du traitement iodo-ioduré, des cautérisations à l’acide lactique et de l’autovaccin préparé avec les cultures du cryptocoque.
En 1915 Sarrory et LASsEUR isolent des crachats d’un soldat atteint de congestion pulmonaire une levure qu’ils appellent Saccharomyces lemonnieri. L'examen bactériologique des crachats, effectué deux ou trois fois par semaine au cours des trois mois de maladie révèlent constamment l'existence d’une levure dont voici la description : elle consiste en éléments arrondis, enveloppés d’une capsule peu épaisse et mesurant 3,1 u à 3,5 u de diamètre. À première vue, on croirait avoir affaire à d'énormes diplocoques contenant des granulations réfringentes qui se teignent fort bien par les couleurs d’aniline. Cette levure croit facilement sur les principaux milieux employés en mycologie ; son bourgeonnement s’effectue à la facon des Saccharomyces. L’optimum cultural se trouve compris entre + 25° et + 30°. À + 37°5 la levure végète encore assez bien ; à + 40° son développement n’a pas lieu. La formation des ascospores a été obtenue sur bloc de plâtre et sur papier buvard imprégné d’une solution de lactose. Chacun des asques renferme 4 spores sphériques mesurant 2,5 u à 3 u de diamètre, et disposées en tétrades. Cet organisme pousse à peu près sur tous les milieux ordinaires. Elle est pathogène pour le cobaye, le lapin et la souris. Les lésions sous-cutanées consistent en nodule et en abcès. Tout se passe au début comme dans un nodule inflammatoire banal : congestion, hyperdiapédèse, afflux leucocytaire abondant, phagocytose intense ; puis le ramollissement de ce nodule et enfin la suppuration à l'extérieur se produit. Le foie présente ainsi que les poumons des blastomycoses avec nécrose centrale, les reins sont très congestionnés, la rate est hypertrophiée, le péritoine et l’épiploon phagocytent souvent des levures ; on n’a jamais observé la moindre formation pouvant laisser soupconner la structure d’une tumeur maligne.
La réaction de sero-agglutination essayée au dixième et au cinquantième était positive au bout d’une demi heure avec le sang du malade. La réaction de fixation du complément s’est montrée positive.
En 1918 RiBEYRO [51] décrit une levure trouvée chez une jeune fille de 22 ans qui souffrait depuis six mois d’un gonflement douloureux de la lèvre inférieure, avec œdème, rougeur, ulcération plus ou moins recouvertes de croûtes et donnant issue à du sero-pus que l’examen microscopique montra rempli de levures de 4 u à 6 u.
Ces levures végètent sur tous les milieux et en particulier
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sur les milieux sucrés en formant un enduit blanc, crémeux sur les milieux solides ; elles font fermenter le glucose et le saccharose et font virer énergiquement le tournesol en bouillon glucosé et lévulosé. Dans les cultures âgées de 15 jours on trouve des asques tétrasporées de 7 u à 8 u. Cette levure est très peu pathogène pour les animaux de laboratoire.
Le traitement interne et externe par le bicarbonate de soude amena en 8 jours la disparition des levures et la guérison.
En 1915 et 1918 P. CamPicHE [52] décrit la blastomycose californienne. La maladie dont il s’agit est une affection chronique rappelant à s’y méprendre la tuberculose, mais dûe à un agent infectieux spécial de la classe des Blastomycètes : l’Oidium coccidioides. Les iodures n’ont aucun effet sur lui et son action sur l’organisme est toujours mortelle. Quant au mode d’inoculation chez l’homme CAMPICHE pense qu’elle s’effectue soit par une petite plaie de la peau soit par les poumons, le parasite existant dans la nature ou sur les animaux. Presque tous les malades observés par CAMPICHE étaient du sexe masculin la plupart étaient des garçons de ferme ou des ouvriers travaillant au chemin de fer, terrassiers, etc. âgés de 20 à 30 ans.
D'une facon générale, les lésions ressemblaient fort à celles des blastomycoses cutanées (dermatite de Gilchrist, etc...) mais dans le « granuloma coccidioïides », le point de départ est dans les organes profonds : (poumons, articulations), la peau peut même rester tout-à-fait indemne. Les granulations et les grandes suppurations peuvent occuper tous les organes y compris le squelette, les grandes articulations et les méninges cérébrale et spinale. Etant donnés les bons résultats obtenus par liodure de potassium et les irrigations locales de solution de Lugol à 50 p. 100 dans les blastomycoses cutanées et dans les sporotrichoses, on a essayé ce traitement chez ces malades, mais sans grand résultat ; en désespoir de cause CAMPICHE a tenté des injections de salvarsan, mais sans obtenir d’amélioration chez les malades. Cette terrible affection semble être l'apanage de la Californie.
En 1918 A. SENEZ [53] signale un champignon très voisin de l’'Endomyces albicans trouvé en grande quantité dans les crachats d’un malade considéré comme tuberculeux. Il nomme ce parasite : Endomyces pulmonalis. I apparaît dans les expectorations sous l’aspect de grains blanes, formés de fins filaments pelotonnés. Dans les cultures on trouve des éléments arrondis et des filaments (milieux liquides). Les éléments ar-
Es
rondis se multiplient par bourgeonnement ; les bourgeons peuvent se séparer, se réunir en amas ou se souder bout à bout pour former des filaments, d’ailleurs très fragiles. Il y a des chlamydospores poussant à l’extrémité des filaments et des endospores analogues à celles de l’'Endomyces albicans. Les asques sont de gros éléments ovoïdes de 10 # de diamètre renfermant 4 ascospores disposées en série linéaire ou en pétrade et mises en liberté par déhiscence. Le pouvoir pathogène est presque nul expérimentalement.
Toujours en 1918 de MELLO et A. PAES [54] isolent dans les crachats d’un homme de 45 ans, de Nova-Goa (Indes por- Lugaises) asthmatique depuis 10 ans une levure à laquelle ils donnent le nom d’Endomyces Cruzi. Les dimensions de cet organisme sont de 4 à 8 x sur 2 à 4 u. Les cultures sont positives sur pomme de terre simple ou glycérinée, Raulin, gélose de Sabouraud, bouillon simple ou glycériné, gélose alcaline ; sur milieux solides, l’enduit est crémeux, blanc jaunûâtre. Elle fait fermenter le glucose, le maltose, le dextrose et le saccharose. Dans les cultures on observe des formes bourgeonnantes isolées ou agrégées en mycélium ramifié et septé, produisant des spores endomycéliennes et des formes oïdiennes; des chlamydospores terminales ; des conidies latérales, des asques à 2 ou 4 spores, à membrane très mince. Ce champignon est voisin de l’Endomyces Vuillemini, mais ce dernier préfère les milieux acides et ne fait pas fermenter la dextrose. Ces asques sont à 4 spores.
En 1919 H. W. AcTON [55] décrit un champignon qu’il nomme Endomyces tropicalis. Il diffère de celui du muguet par la couleur de ses Cultures par son exigence pour les milieux sucrés et son action sur divers sucres. Aussi l’auteur a-t-il créé pour lui le nom : d'Endomyces tropicalis. Notons qu’il existe déjà un Endomyces tropicalis Castellani.
La maladie conférée par ce cryptogame est une pharyngite d’ailleurs facile à reproduire expérimentalement en partant des cultures. Les lésions produites sont bénignes et réduites à des taches blanches sur la muqueuse, mais chez des individus affaiblis, le champignon peut produire une broncho-pneumonie mortelle. Il peut aussi coloniser dans les cavernés et les dilatations bronchiques. Des badigeonnages au formol à 2 P. 100 guérissent la maladie en 24 heures.
En 1919 GUILLIERMOND et PEJU [56] décrivent une espèce isolée d'une plaque blanche de la gorge. Les colonies sur ca-
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rotte ou bière gélosée à 30° rappellent celles du Saccharomyces ellipsoideus. Les cellules généralement ovales (2-3,5 sur 3-7 u) se multiplient rapidement au début ; vers le quatrième jour l’activité décline ; les globules s’alignent en chapelets, puis s’allongent en filaments. Ces derniers, rares au-dessous de 25° abondent de plus en plus quand la température s'élève et deviennent à peu près exclusifs à 35°, très près par conséquent de la température critique maxima qui est située entre 36 et 37°. Les asques sont formés par copulation isogame ou plus souvent hétérogame ; ascospores arrondies à parois verluqueuses, avec une gouttelette oléagineuse au milieu. Une seule ascospore par asque. En 1929 BATSCHINSKY a isolé, à Léningrad, du produit d’une ponction lombaire, puis de divers organes à l’autopsie, une souche qu’il rapporte à cette espèce. Les levures mesurent de 5-10 u X 2,5-5 u. C’est une race thermophile qui dans les milieux peptonés donne des filaments. Encore à Léningrad, en 1929, KONOKOTINA et KRASSIHUKOW ont trouvé dans un abcès pulmonaire chez un homme mort de tuberculose, une race de cette espèce à laquelle ils n’attribuent aucun rôle pathogène.
En 1922 S. LozADÉ BoNAVENTÉ [57] publie une thèse sur les blastomycoses américaines. Il montre la fréquence des levures dans les lésions de la muqueuse de la région larvngotrachéale.
En 1922 VuiLLemiIN et LAssEuR [58] décrivent dans une lésion pulmonaire un Cryptococcus auquel ils donnent le nom de Cryptococcus neveuxi. Cette levure est pathogène pour les principaux animaux de laboratoire.
En 1923 A. CASTELLANI, M. DoucGras et E. THoMsoN [59] font une revue de différents groupes de microorganismes isolés d’amygdalites mycosiques. Les cas aigus ou subaigus reconnaîtraient comme cause une grande variété de champignons : Monilia, Saccharomyces Oidium et Willia. Ce sont ces formes d’amygdalites qui peuvent être confondues avec la diphtérie.
En 1923 A. SARTORY, PIECHAUD et RUDEAU [60] décrivent une levure déterminée comme Cryptococcus rogerit SARTORY DEMANCHE 1907. Cette levure a été isolée d’un cas d’angine chronique dûe à un Actinomyces et une levure. La guérison a été obtenue par le traitement ioduré.
En 1923 SARTORY, PETGES et CLAOUÉ isolent un Cryptococcus dans un cas de làäryngite chronique. Ils le nomment
Cryptococcus laryngitidis. Les auteurs en font une étude botanique et biologique complète et démontrent son pouvoir pathogène pour les principaux animaux de laboratoire.
En 1924 [61] Freb W. TANNER et Gaz Dack examinent 22 souches de levures provenant d’exsudats envoyés en vue de la recherche du bacille diphtérique. L’absence d’ascospores permet de rapporter les formes isolées aux genres Endomyces et Cryptococcus.
Toutes les souches étudiées, à l’exception de deux se sont montrées pathogènes pour la souris blanche, le cobaye et le lapin. Les auteurs attirent l’attention sur l'intérêt que peut présenter la recherche des levures dans les affections de la gorge où l’on ne trouve pas de bactéries pathogènes.
En 1924 A. PHiLiBERT et F. CORDEY [62] ont observé un cas de pseudo-tuberculose pulmonaire provoquée par Saccharomyces granulatus. C’est la première localisation pulmonaire observée. Jusqu'ici on n’a relevé qu’assez rarement l’intervention du champignon en pathologie humaine dans des localisations pulmonaires.
Il s’agit d’un blessé, qui le soir même de sa blessure (perforation de l'intestin par une balle) commença une affection pulmonaire à type de bronchopneumonie ; celle-ci après plusieurs mois, évolua d’une façon chronique pendant 5 ans avec des phases d’accalmie entrecoupées d’épisodes aiguës (bronchite diffuse, congestion pulmonaire). Cette affection entraine de la dyspnée, de la toux, de l’expectoration, des sueurs nocturnes, de l’amaigrissement. Les auteurs par l’examen des crachats, la culture et l’inoculation au cobaye constatent l’absence du bacille de Koch mais par contre ils décèlent la présence de Saccharomyces granulatus. La guérison fut complète par le traitement au bleu de méthylène. Rappelons que cette levure se cultive fort bien sur gélatine, pomme de terre, carotte. Sur tous ces milieux, la couleur est d’un rose vif qui pâlit dans les très vieilles cultures. Ce pigment insoluble dans l'alcool paraît intimement mélangé dans les jeunes cultures, à tout le corps protoplasmique ; dans les cultures âgées il se rassemble en gouttes qui sont expulsées à la fin par des cellules et s'accumulent en amas confluents. Dans les cultures, il existe une forme elliptique qui est une forme ovale ou elliptique dont les dimensions moyennes sont de 4 à 5 u sur 3,5 L à 4 u de large. On trouve également une forme atypique consistant en des éléments sphériques et des formes en. bou-
din. En plus de la multiplication par bourgeonnement, la levure se reproduit par chlamydospores et par ascospores. Les ascospores sphériques ou elliptiques sont au nombre de 2 à 6, parfois davantage, dans des asques de forme généralement arrondie, à membrane lisse, dépourvue de cuticule. L'espèce isolée est pathogène pour le cobaye et le lapin. Le lapin inoculé dans le péritoine présente une péritonite plastique avec exsudat considérable, compatible avec une assez longue survie de l’animal. Injecté sous la peau à fortes doses, le champignon peut produire des nodules inflammatoires qui s’abcèdent ou se résorbent : en injection intraveineuse il provoque la mort de lPanimal au bout de 5 jours avec amaïgrissement et diarrhée profonde. Ce champignon semble avoir une action toxique sur l’organisme.
En 1925 A. HRanovaA [63] signale une levure qu’il suppose être pathogène et qui s’est développée sur l’amygdale. Elle donne des colqnies blanches, ne liquéfie pas la gélatine, se développe abondamment entre +25 et +37°, fait fermenter le glucose, le lévulose et ne forme pas d’ascospores. Elle est rapportée au genre T'orula et reçoit le nom de Torula pettiti. _ La même année PorLaccr et NANNiZzr isolent à Rome d’un cas clinique de muguet avec des lésions caractérisées par des plaques blanchâtres disséminées sur la luette (uva), le pharynx et le voile du palais un Cryptococcus qu’ils nomment Cryptococcus uvae. Cette espèce a été revue dans trois cas analogues par GANDINI (1930). Elle avait été isolée à Rome par MoTra dès 1924.
En 1926 CARNEVALE-RIcCI décèle au niveau d’une amygdale humaine à Pavie (Italie) une levure qu’il nomme Torulopsis varians.
La même année MATTLETT observe dans un cas de bronchite au Congo belge Cryptococcus mekundu et Cryptococcus pyogenes dans une lésion ulcéreuse en association fuso-spirillaire.
En 1926 MaATrLETT [64] isole Cryptococcus irritans de plusieurs cas de bronchite grave ou bénigne au Congo belge. Cette espèce est pathogène pour le cobaye et le lapin.
En 1927 CASTELLANI [65] décrit dans les crachats d’un cas de bronchite tropicale chronique une levure qu’il nomme Cryptococcus pararoseus. D’après J. LobDER (1934), cette levure n’est autre que Rhodotorula mucilaginosa (JÜGENSEN) variété pararosea.
En 1928 MarTixs [66] retrouve à Porto, à plusieurs reprises,
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chez un malade de 13 ans atteint d’une pneumopathie de nature inconnue accompagnée d’hémoptisie, une levure qu’il désigne sous le nom de Zymonema pulmonalis membranogenes. Des éléments levuriformes ont été vus à l’état frais dans les expectorations du malade, Ce champignon est thermophile. Les colonies sont jaunâtres et forment une membrane résistante ‘sur les milieux solides ; la gélatine est liquéfiée. Les caractères microscopiques paraissent variables. Dans les cultures anciennes on peut trouver des arthrospores mais pas d’asques. MaRTINS place ce champignon dans le genre Zymonema de BEURMANN et GOUGEROT (1909) et le nomment Zymonema pulmonalis membranogenes.
En 1930 MazzA, DE Nucci et FE1J00 [67] décrivent le Cryptococcus mitis. C’est une levure rose non thermophile, isolée de lésions chroniques chez un enfant de 10 ans originaire du Chaco argentin, qui présentait depuis 7 ans environ sur le cou, les oreilles, le nez et le menton des nodules simulant la tuberculose cutanée. Les cultures inoculées au rat blanc ont provoqué des réactions histologiques comparables à celles de l’homme. Le traitement ioduré a été tout-à-fait efficace même pour la lésion nasale qui s’est montrée plus résistante.
En 1930 GanNDiNt1 [68] décrit trois cas de mycoses laryngées et tonsulaires dont deux respectivement chez un grainetier et chez un employé de commerce de coton. Ces cas sont attribués au Cryptococcus uvae POLLACCI et NANNiZZI (1925) déjà isolé de lésions de ce genre et dont GANDINI affirme le rôle pathogène. La guérison des lésions localisées au bucco-pharynx a été obtenue par un traitement iodé.
En 1930 F. L. Nino !69] décrit une ulcération de la lèvre inférieure, intéressant à la fois la peau et la muqueuse, développée depuis plus d’un an chez une jeune fille de 18 ans. Les cultures ayant échoué, le diagnostic a été fait sur coupes après biopsie et d’après le résultat favorable de la médication iodoiodurée. Des formes levures, jugées suffisamment nettes pour établir le diagnostic de blastomycose ont été vues à l’intérieur de cellules géantes.
En 1933 CASTELLANI [70] signale une levure qu’il nomme Cryptococcus hondurianus. Elle donne des colonies jaunâtres, d'aspect muqueux. Elle à été isolée de deux cas de blastomycose cutanée avec complications pulmonaires. D’après J. Lon- DER (1934) elle est comme C. hominis, identique à Torulopsis neoformans (SAN FELICE, 1894).
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En 1934 SPRENG [71] décrit un cas de blastomycose du poumon et de la cavité pleurale. L'examen répété des crachats n’a jamais révélé de bacilles tuberculeux mais on a noté régulièrement l’abondance des levures isolées ou groupées en amas. L’exsudat pleural prélevé par ponction contenait également des cellules levures. Le sérum de la malade n’agglutinait pas in vitro les levures isolées. Le traitement consistait en la préparation d’un auto-vaccin qui injecté à la patiente a donné un excellent résultat.
En 1935 E. C. HAMBLEN, R. D. DAKER et D. S. MARTIN [72] signalent le cas d’une femme atteinte de bastomycose pulmonaire (type américain, maladie de Gülchrist) à l’état stationnaire. L'apparition de troubles de la fonction utérine a nécessité un curetage explorateur de l’endométrium dont les détrilus cellulaires renfermaient des champignons analogues à ceux trouvés dans le poumon. L’ensemencement du matériel prélevé dans l’utérus et les trompes a permis d'isoler les cultures de Bastomyces dermatitidis. La réaction cellulaire visà-vis des Blastomyces dans les tissus infectés, ressemble très étroitement à la structure histologique caractéristique de l’infection tuberculeuse. Le traitement opératoire fut appliqué pour éliminer les grands foyers de bastomycose dans l'utérus, les trompes et les ovaires. Cette observation constitue le premier rapport scientifique sur la blastomycose des voies génitales chez la femme.
En 1937 J. CHasis [73], dans 12 cas de mycoses pulmonaires a toujours trouvé le schéma d'Arneth dévié à gauche comme dans la tuberculose pulmonaire. Dans 9 cas la valeur de la vitesse de sédimentation des hématies s’est montrée normale ou inférieure à la normale. L'auteur en conclut que le schéma d’Arneth est sans valeur dans les mycoses et attire par contre l’attention sur l’importance que pourrait avoir la vitesse de sédimentation globulaire pour le diagnostic différentiel entre la tuberculose et les mycoses pulmonaires.
Toujours en 1939 J. FROILANO DE MELLO [74] décrit sous le nom de lévurose le développement dans l’organisme humain de levures ou de champignons levuriformes pourvus ou non d'action pathogène définie ou apparente. Il distingue les lévuroses des muqueuses (muguet), les lévuroses cutanées, les lévuroses pulmonaires et enfin les lévuroses généralisées. D’après lui les lévuroses humaines seraient très fréquentes.
En 1939 CARLOSs DA SILVA Lacaz [75] publie un important
lravail où il montre la fréquence des Saccharomycétacées dans les affections pulmonaires. Il donne une technique simple et sûre pour rechercher les champignons dans les crachats et expectorations.
En 1939 Wozr S. REICHEL [76] décrit une blastomycose du cerveau mais la porte d’entrée du parasite serait le poumon car ce dernier présente de petits foyers de pneumonie dans lesquels se retrouvaient les levures. Ce même auteur rapporte l’observation d’une blastomycose pulmonaire endémique qui frappa simultanément 4 membres d’une même famille dont deux succombèrent en quelques jours. Les crachats renfermaient des levures en abondance.
En 1940 A. E. CRoNKkITE et A. R. LACK signalent la production expérimentale d'infection pulmonaire à Coccidioïides immitis. Sur 72 cobayes exposés dans un nuage de spores de ce parasite 72 ont développé des lésions pulmonaires [77].
En 1941 DuBiÈRE [78] observe dans les crachats avec une fréquence croissante des sphérules acido-résistantes de 2,3 u à 10 u. Sont-ce des levures ? dans tous les cas l’auteur considère ces éléments comme des spores de champignons.
BELLE et GoprAU [79] décrivent en 1943 un cas de blastomycose pulmonaire compliqué d’un abcès pulmonaire. Deux examens de crachats sont négatifs pour le bacille de Koch mais le deuxième révèle la présence d'éléments levuriformes de type bastomycète. La maladie a été contractée sur le littoral chaud et humide de l'Egypte. Un traitement composé d’iode per os et d'alcool pur en injections intraveineuses produit dès le lendemain une chute de température avec évacuation d’une grande quantité de muco-pus de teinte chocolat et un état syncopal assez inquiétant. Dans les crachats on révèle l'existence d’une levure qui n’a pas été malheureusement décrite d’une façon parfaite. Dans tous les cas par le traitement iodé l’état de la malade s’est amélioré très rapidement.
En 1948 M. L. LITTMAN, E. A. VIckER et A. T. VARREN [80] décrivent une blastomycose mortelle observée à la Nouvelle Orléans, chez un homme de couleur de 20 ans. A l’autopsie abcès largement répandu et foyers granuleux, où prédominent les polynucléaires neutrophiles. Dans toutes ces lésions on voit de nombreuses cellules levuriformes rondes ou ovaies de 4,6 u à 14 u de diamètre qui ressemblent à Blastomyces dermatididis ; ces éléments sont libres ou inclus dans des cellules géantes. Les lésions existent dans les poumons, le foie, la rate,
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les reins, les côtes, le cerveau et les méninges. Les lésions pulmonaires ressemblent à des tubercules miliaires. Le parasite a été isolé sur gélose de Sabouraud au sang ; il croît sous la forme de levure à +37°, sous la forme filamenteuse à la température ordinaire. Cette souche est résistante à la pénicilline et à la streptomycine pour la concentration de 200 unités par cm°.
En 1949 A. SARTORY et POTIER [81] décrivent une nouvelle lévure provoquant des accidents laryngés et pulmonaires. Ce parasite fait d’ailleurs l’objet de ce mémoire.
CLASSIFICATION DES LEVURES
(d’après GUILLIERMOND).
Famille des Saccharomycètées.
Champignons unicellulaires se multipliant par bourgeonnement, parfois par cloisonnement et formant des asques. Chaque cellule peut se transformer en asque et engendrer 1 à 4, rarement jusqu’à 12 ascospores, chaque ascospore développe une cellule végétative.
DEUXIÈME GROUPE
Levures bourgeonnantes ; phénomènes sexuels, quelquefois à l’état de vestiges seulement, à l’origine de l’asque.
GENRE IT, — Zygosaccharomyces Barker.
Asques précédés d’une copulation ; ascospores à membrane lisse.
GENRE IT. — Debaryomyces Klôcker.
Asques dérivés de copulation ; ascospores globuleuses pourvues d’une seule membrane verruqueuse.
GENRE IV, — Schwanniomyces Klôcker.
Vestiges de copulation ; ascospores, à une seule membrane verruqueuse, ceintes au milieu d’un filet saillant,
oo ies GENRE V. — Torulaspora (1) Lindner.
Cellules rondes ressemblant à une Torula avec un gros globule d'huile au milieu. Asques présentant des vestiges de copulation à leur origine.
TROISIÈME GROUPE
Levures bourgeonnantes formant dans les liquides sucrés, d’abord un dépôt, et plus tard seulement un voile plus ou moins visqueux, sans bulles d’air. Ascospores rondes ou ovales avec 1 ou 2 membranes, germant par bourgeonnement, produisant généralement de l’alcool.
GENRE VI. —- Saccharomycodes Hansen.
Cellules se divisant par un procédé intermédiaire entre le bourgeonnement et le cloisonnement. Fréquence de rudiments mycéliens avec cloisons transversales. Ascospore à une seule membrane germant dans une seule direction sous forme d’un tube qui se renfle et se sépare de l’ascospore par la formation d'une cloison transverse accompagnée d’une légère constriction circulaire. Germination souvent précédée de parthénogamie.
GENRE VII. -— Saccharemycopsis Klôcker.
Ascospores à deux membranes.
GENRE VII. -— Saccharomyces Meyen.
Ascospores à une seule membrane, germant par bourgeonnement, quelquefois formation de rudiments mycéliens.
1” sous-groupe. — Saccharomyces faisant fermenter les dextrose, maltose, et saccharose, mais pas la lactose.
2° sous groupe. Saccharomyces faisant fermenter les dextrose, et saccharose, mais ni la maltose ni la lactose.
3° sous-groupe. — Saccharomyces faisant fermenter les dextrose et maltose, mais ni la saccharose ni la lactose.
4° sous-groupe. — Saccharomyces faisant fermenter la dextrose, mais ni la maltose, ni la saccharose, ni la lactose.
(1) Ce genre semble caractérisé par ses vestiges de copulation, comme l'ont montré les travaux de Rose. Nous croyons donc utile de joindre ce caractère à ceux fournis par LINDNER pour caactériser le genre Torulaspora.
5° sous-groupe. -— Saccharomyces faisant fermenter la lactose.
6° sous groupe. —— Saccharomyces ne produisant pas de
fermentation ou dont les caractères de fermentation sont insuffisamment connus.
GENRE IX. = Hansenia Lindner.
Cellules apiculées. Asque à une seule ascospore.
QUATRIÈME GROUPE
Levures bourgeonnantes donnant immédiatement dans les liquides sucrés un voile sec, opaque, renfermant de l'air. Ascospores à formes caractéristiques (en forme de citron, chapeau, ou anguleuses), à une seule membrane, avec souvent un filet saillant. Ne produisent généralement pas d’alcool, mais des éthers.
GENRE X. — Pichia Hansen.
Ascospores hémisphériques ou anguleuses. Rudiments mycéliens très développés. Pas de fermentation.
GENRE XI. = Willia Hansen.
Ascospores en forme de citron ou chapeau avec filet saillant ; ne produit généralement pas de fermentation, mais des éthers.
CINQUIÈME GROUPE
Levures à affinités mal connues. GENRE XII. -— Monospora Metchnikof.
Levures bourgeonnantes, asques à une seule ascospore, en forme d’aiguille, germant latéralement par bourgeonnement.
GENRE XIII. -— Nematospora Peglion.
Levures bourgeonnantes, asques à 4 ascospores fusiformes terminées par un cil.
ere
Famille des non-Saccharomycètées.
Levures bourgeonnantes ne formant pas d’asques.
GENRE I. — Torula Turpin.
Cellules généralement sphériques ; forment souvent des voiles, mais seulement après la fermentation ; voiles toujours visqueux, sans interposition d’air.
GENRE II. —— Mycoderma Persoon.
Cellules généralement allongées. Voiles apparaissant dès le début du développement, avec interposition de l'air.
GENRE III. — Cryptococcus Kützing-Vuillemin (1). Levures sans asques, parasites des animaux.
Il ne nous reste plus maintenant qu’à aborder l’étude descriptive des différentes espèces de levures. Nous ne pourrons pas décrire ici toutes les levures actuellement connues. Les levures sont en effet excessivement nombreuses et la place nous manquerait si nous voulions les examiner toutes.
Beaucoup de levures industrielles, très connues par leurs propriétés physiologiques, n'ont pas été étudiées morphologiquement et n’ont été désignées que par des numéros provisoires. Enfin un grand nombre de Torula, de Mycodermes et levures pathogènes n’ont été décrits qu'avec des caractères tellement insuffisants qu’il est impossible de les déterminer. Nous serons donc obligés de passer sous silence toutes les levures encore incomplètement étudiées, pour ne décrire que les espèces bien connues et bien caractérisées.
(1) Beaucoup d’auteurs réservent le terme générique de Blastomyces aux levures pathogènes. Ce nom, proposé par FRANCKk pour désigner toutes les levures, prête à confusion, car il existe déjà parmi les Champignons filamenteux un genre Blastomyces (COSTANTIN et RorLanD). Il doit donc être supprimé,
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D'OÙ VIENNENT CES MICROORGANISMES PATHOGÈNES
Nous savons par les travaux qui ont été effectués sur ce sujet que les levures sont en très grande quantité dans la nature : il n’y a rien d'étonnant que l’une d’entre elles puisse pénétrer dans l’organisme humaïn ou animal par des voies diverses et devenir pathogènes.
LyYDpIA RABINOWITCH [82] ayant inoculé 50 levures trouvées dans la nature à pu reconnaître le pouvoir pathogène pour les animaux de 7 d’entre elles.
BUsCHKE aurait également trouvé des organismes semblables pathogènes dans la nature. ‘
DE BEURMANN et GOUGEROT [83] en cherchant le Sporotrichum sur des débris de boïs et autres matières végétales, ont isolé une levure proche parente, d’après eux, de l’Oidiomyces de GILCHRIST.
Quant à la voie de pénétration de ces éléments levuriens dans l’organisme humain, BuscHKkE [84] admet que généralement c’est la peau qui est la porte d’entrée des levures.
Il divise les différentes levures par rapport à leur action pathogène de la facon suivante
1° Levures qui ne sont pas nocives, qui végètent à la surface du corps de préférence dans les sécrétions, mais qui pourtant, peuvent acquérir un pouvoir pathogène par les processus chimiques qu’elles occasionnent.
2° Levures qui croissent dans les couches superficielles de l’épiderme et qui produisent en particulier des catarrhes, des érosions et des abcès superficiels.
3° Eléments levuriens qui arrivent à pénétrer à l’intérieur de l’organisme humain et animal et provoquent par leur poussée, des phénomènes pathologiques parfois très graves
a) levures qui agissent simplement ou réellement par leur croissance dans le sang et produisent une sorte de septicémie blastomycétique ;
b) levures qui occasionnent des altérations locales des tissus.
MARzINOWSkI et BoGRow [85], après avoir décrit deux cas de blastomycose cutanée, d’aspect acneiforme, ont recherché les levures sur la peau de 48 individus malades ou sains ; ils en ont décelé 27 fois sur 84 lésions variées d’acné. De leur étude, ils concluent que l’on peut trouver des blastomycètes sur la peau de l’homme sain ou malade et qu’ils abondent dans les régions riches en, glandes sébacées.
Ces organismes peuvent être ou devenir pathogènes ; s’il s’agit de levures saprophytes, elles sont susceptibles de le devenir et c’est cette exaltation de virulence qui engendre les blastomycoses de la peau. L'état général défectueux du sujet peut produire des résultats analogues.
BussE [86] en 1903 contrairement à l’opinion de BUSCHKE, disait que les levures pénètrent dans l’organisme humain ou animal par les portes d’entrée les plus diverses ; d’après cet auteur elles peuvent rester vivantes pendant un certain temps pour se développer ultérieurement quand le sujet est moins résistant et provoquer alors des foyers pathologiques dans les organes quelconques.
Il faut bien avouer, malgré les recherches faites sur ce point particulier, que la porte d’entrée est certes souvent inconnue. Cependant on peut la trouver ou tout au moins la soupçonner. Le poumon semble avoir été le premier lésé dans un très grand nombre de cas où les symptômes les plus précoces étaient pulmonaires et où les levures furent trouvées dans les crachats. En réalité on peut admettre l'infection pulmonaire par l’inoculation ou l’inhalation de poussières convoyant avec elles les blastomycètes.
L’intestin, lui aussi, doit être une voie de pénétration, non pas l’intestin normal, mais l’intestin lésé ou ulcéré par quelque entérite. BUSCHKE dit que l'infection par voie digestive est exceptionnelle. Dans ses expériences, en mélangeant les fragments de verre à la nourriture des animaux, il n’a pu provoquer de blastomycose qu’une fois sur 90 expériences. Dans le cas d'HARTER, il est fort possible que l'intestin a été la porte d'entrée des blastomycètes ; le malade a eu une entérite en Cochinchine et pendant son retour en France il est retombé fortement malade, Puis survinrent des troubles hépatiques,
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enfin des troubles pulmonaires et des symptômes à localisation variée. Cette pénétration de l’épithélium intestinal par les levures à été maintes fois signalée par différents auteurs chez les Invertébrés, notamment par Cao [87] puis par MERCIER [88] chez des blattes dont le tissu adipeux était infecté par une Microsporidie (Plestophora). Ce dernier auteur a trouvé des levures associées aux Microsporidies ; celles-ci seraient entrées par le tube digestif et les éléments levuriens auraient traversé l’intestin à la faveur des ouvertures produites par les Protozoaires.
Le cas de blastomycose intrapéritonéale de BLANCHARD, SCHWARTZ et BINOT paraît indiquer que dans la circonstance la porte d'entrée du microorganisme est l’appendice. L'origine intestinale est encore probable dans le cas de CORSELLI et HRISCO,
Le pharynx, les amygdales sont aussi des portes d’entrée pour l'infection ainsi que le démontrent les observations de A. SARTORY et POTIER.
Quant au mode de dissémination dans les cas de blastomycose généralisée ou disséminée, BUSCHKE admettait que la voie lymphatique était, à l’exclusion de la voie sanguine, celle suivie par l'infection. Dans ses expériences il ne trouvait des levures dans le sang qu’à la période ultime ; il n’y avait pas de lésions musculaires.
Dans le cas d'HARTER, la dissémination semble s’être ‘effectuée surtout par les lymphatiques plutôt que par le sang.
Pour MonTGomERY et ORMSBY, dans la plupart des cas de blascomycoses américaines le mode de dissémination s’est fait comme dans d’autres pyohémies par le sang ; la dissémination large et souvent rapide des lésions à siège profond, la minime ou nulle hypertrophie ganglionnaire, la présence de blastomycètes dans le sang et les vaisseaux dans quelques cas le prouveraient.
Nous croyons qu’il faut être éclectique et qu’il convient de considérer les deux voies comme pouvant disséminer l’affection.
Le sang est peut-être un grand agent d’extension, mais, si les ganglions lymphatiques sont si souvent lésés, c’est qu'ils jouent aussi un rôle des plus importants.
A côté des blastomycoses où les lésions sont généralisées ou multiples, il en existe un certain nombre d’autres cas où les champignons ont provoqué des lésions locales très variées comme siège et aspect.
Les plus fréquentes sont les lésions cutanées ; ce sont souvent par elles qu'ont débuté un grand nombre d’affections généralisées. Puis viennent des blastomycoses du cerveau, véritables méningites ; des blastomycoses de la colonne vertébrale simulant le mal de Pott ; des tumeurs inflammatoires du maxillaire inférieur, des ganglions mésentériques de l’abdomen ; enfin des entérites constituant une véritable blastomycose intestinale.
Nous savons d’autre part que certaines levures sont encore considérées comme les agents pathogènes de certaines lésions buccales, d’angines, d’otites, de conjonctivites et enfin d’inflammation des organes génitaux de la femme.
CHAPITRE III
BLASTOMYCOSES EXPÉRIMENTALES.
Les résultats de l’incculation de blastomycètes aux animaux sont fort variables. Si l'injection est faite en quantité notable dans le torrent circulatoire, les animaux peuvent succomber à une sorte de septicémie. La mort est produite plutôt par l’action embolique des cellules de levure dans les capillaires pulmonaires que par une intoxication de l’organisme (BUSSE. et BUSCHKE). Si l'injection est faite en plus petite quantité et dans le tissu conjonctif sous-cutané, on constate la production d’une tumeur locale constituée presque exclusivement par une culture de blastomycètes sans intervention sensible des tissus envahis ; ces tumeurs s’ulcèrent en général et disparaissent après un temps variable (CURTIS, SAN FELICE, BUSSE, MArFUuccCI et SIRLÉO). En général on observe en même temps une tuméfaction des ganglions lymphatiques du voisinage (BUSSE, SAN FELICE, MAFFUCCI et SIRLÉO).
L'intervention du système lymphatique dans Ia propagation de l’infection blastomycétienne est surtout évidente à la suite d’une injection péritonéale. Les cellules de levure passent par les voies lymphatiques dans le système veineux et de là dans les poumons qu’elles peuvent parfois traverser ; et elles pénètrent alors dans la grande circulation. L’infection peut présenter une marche aiguë ou chronique. Dans ce derpier cas, on observe souvent la formation de nodules particuliérs dans les différents organes : poumons, foie, rate, reins, etc. Ces nodules ne montrent jamais la strie bien typique du cancer et appartiennent plutôt au groupe des granulômes (CURTIS, BUSSE, MAFFUCCI et SIRLÉO, SAN FELICE, BUSCHKE, etc...).
Ni DEMME, ni CASAGRANDI, ni CHEVALIER, ni KOVATCHEVA n’ont réussi à reproduire des tumeurs malignes chez les animaux en inoculant à ceux-ci des. cultures de Cryptococcus ruber (DEMME). Ë
CHAPITRE IV
PROCÉDÉS DE LABORATOIRE POUR DÉCELER LES LEVURES ET CONSTATER LEUR POUVOIR PATHOGÈNE.
Le diagnostic de la Blastomycose ne peut être effectué que par des recherches de laboratoire. Voici les procédés les plus communément employés pour déceler le parasite incriminé.
1° EXAMEN DES FRAGMENTS OU RACLAGE DES RÉGIONS CUTA- NÉES. — Dans ce cas on emploie la potasse caustique à 40 p. 100, on place les fragments sur un porte objet dans une goutte de solution potassique, on la recouvre d’une lamelle et on chauffe avec précaution jusqu’au voisinage de l’ébullition puis on examine. Les levures se reconnaissent assez facilement grâce à leur volume, leur réfrigence, leur double contour. On se trouve également bien d’une coloration effectuée avec le bleu lactique ou en employant le colorant triple de Guéguen à la place de la solution potassique.
2° EXAMEN D'UNE BIOPSIE. — Cette biopsie peut consister en un fragment d’une lésion cutanée, le plus souvent d’un nodule sous-cutané. Dans ce cas, il faut fixer, faire des coupes à la paraffine et colorer ces dernières. Le fixateur ne semble pas avoir une grande importance. On peut utiliser l’alcool à 70°, le formol à 40 p. 100, le formol picrique.
La coloration à l’hémalun est bonne, mais pour avoir une différenciation bien nette, il faut compléter par la coloration à l’éosine. Les méthodes de Dominicr (éosine-orange, bleu de toluidine), de PRENANT (hématine, eau, éosine-orange, alcool, vert lumière, alcool, xylol), de GRAM donnent de très belles préparations.
3° EXAMEN DU PUS ET DES CRACHATS. — C’est le pus qu’on peut avoir le plus facilement à examiner, pus provenant des bronches, du poumon, d’un abcès, etc... On peut alors exami-
/ ner dans une solution faible de potasse. Le mieux est de fixer et de colorer par l’hémalun ou l’hémalun-éosine. Pour les crachats, on se servira de la méthode de GRAM, et du colorant hématéino-éosine.
4° EXAMEN DU PRODUIT DES CULTURES. — Colorer par le bleu lactique et le colorant triple de Guéguen.
En effet ces derniers colorants sont les meilleurs pour déceler les champignons inférieurs.
Préparation du bleu lactique.
Ce réactif, de conservation indéfinie, s'obtient en dissolvant au mortier dans l'acide lactique pur environ 1 millième de bleu coton CB Poirier ; on filtre après 24 heures. On doit examiner mmicroscopiquement soit à froid, soit après avoir chauffé légèrement (coloration instantanée). Le bleu lactique est d’un emploi absolument général ; il peut servir à examiner tous les champignons frais, secs ou conservés dans l’alcool et beaucoup d’autres organismes de nature végétale et même animale.
Colorant triple de Gueguen.
On se sert communément comme réactif des graisses, du Sudan III (Cérasinroth). Il s’agit d’une poudre insoluble dans l’eau. Pour colorer les globules gras des champignons, GUÉ- GUEN a obtenu de bons résultats avec ce produit en solution dans l’acide lactique.
Voici comment se prépare ce sudan lactique.
Le colorant, préalablement réduit en poudre fine, est broyé au mortier avec 1000 fois son poids d’acide lactique pur, ajouté peu à peu. Le mélange versé dans un petit mortier, est chauffé doucement jusqu’à dissolution complète et obtention d’un liquide limpide rouge cerise qu’on filtre après complet refroidissement et que l’on conserve en flacons bien bouchés. En dissolvant à froid au mortier dans le sudan lactique 1/1000 de son poids de bleu C;B Poirier et en ajoutant au mélange préalablement filtré une ou deux gouttes de teinture d’iode par cm*, on obtient un liquide violet foncé, colorant triple qui peut servir à localiser simultanément les corps gras, les matières amylacées et certaines inclusions protoplasmiques. Pour colorer un champignon filamenteux par le colorant triple, il suffit, après fixation, de faire tomber sur la lame por- {ant le champignon une ou deux gouttes de colorant, de chauf-
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fer jusqu’à émission de vapeurs, recouvrir d’une lamelle et examiner au microscope. Même technique si l’on se sert de ces réactifs pour l'examen des levures. On observe le protoplasme coloré en bleu, les guttules de graisse en rose rouge, l’'amidon en bleu et le glycogène, s’il existe, en brun acajou.
BussE recommande le procédé suivant
Colorer dans l’hématoxyline ;
Paver à l’eau;
Colorer dans une solution très diluée de fuchsine phéniquée, trente minutes à 24 heures ;
Décolorer dans l’alcool (15 secondes à 1 minute, éventuellement avec addition de 1 à 2 gouttes d’acide picrique) ;
Eclaireir dans le xylol ;
Monter dans le baume de Canada.
Cette méthode ne convient pas pour l’étude de la structure intime des levures.
Méthode de Curtis
La méthode de Curtis est préférable, voici la technique, employée pour effectuer les colorations des levures. Colorer au carmin lithique à la manière ordinaire ; Colorer ensuite pendant 10 minutes dans la solution suivante Solution alcoolique concentrée de violet de méthyle.. 1,0 Solution aqueuse de potasse caustique à 1/1000.... 9,0 Décolorer pendant une minute dans une solution à 1 p. 100 d'acide pyrogallique.
Décolorer pendant 15 secondes dans l’alcool.
Mêler à l’eau, monter dans un liquide sucré, tel que le liquide de Brun.
Cultures
Les cultures sont nécessaires non seulement pour affirmer le diagnostic, mais aussi pour classer le parasite dans la nomenclature botanique. Trop souvent, cette épreuve est négligée ou même pas faite du tout. Il s'ensuit un chaos déplorable et une impossibilité d’établir une classification sérieuse et précise des mycoses.
Il faut, quand on a un fragment de biopsie ou du pus, faire des préparations microscopiques avec une partie du matériel et mettre l’autre en culture.
Les Blastomycètes peuvent pousser sur tous les milieux usuels, mais ils préfèrent de beaucoup les milieux sucrés ; on en dispose à l’étuve à + 37°, à + 30°, à + 25° et on en
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laisse à la température du laboratoire ; on peut de cette facon déterminer assez facilement l’optimum cultural.
Généralement, les colonies de levures apparaissent le froisième ou le quatrième jour, elles sont crémeuses, bien différentes des autres colonies microbiennes qui peuvent aussi pousser. Il faut douter du pouvoir pathogène d’un chambpignon qui ne végète pas à + 37°. Un prélèvement de la culture, examiné directement sur lame et ensuite, après action du colorant que l’on aura choisi judicieusement, nous renseignera rapidement sur la nature et les principaux caractères du parasite. On notera la forme, le bourgeonnement, le contenu cellulaire et l’on mensurera les éléments levuriens ; il ne faudra pas oublier non plus de décrire avec soin la forme et la couleur de la culture du parasite. En un mot, tous les détails de ces cultures ont une importance.
L'action sur les différents sucres, glucose, saccharose, lactose, galactose, maltose ont une importance pour le diagnostie
Hémocultures
Dans quelques cas, on a isolé par ce procédé un certain nombre de Blastomycètes. Mais les résultats nous semblent bien peu encourageants. Il faut cependant tenter l’expérience pour des blastomycoses à allure septicémique.
Agglutination
Le sérum du malade agglutine généralement dans la blastomycose les cultures du microorganisme isolé. C’est là non seulement un procédé de diagnostic mais aussi un moyen de vérifier le pouvoir pathogène de l’organisme isolé.
Fixation du complément :
La réaction de BORDET-GENGOU-WASSERMANN appliquée aux levures peut donner des résultats intéressants.
Inoculations
Les inoculations sont nécessaires après la culture à + 37° pour trouver le pouvoir pathogène de l’organisme étudié. Après l'obtention d’une tumeur sous-cutanée, par exemple chez un animal, il ne faut pas se contenter d’obtenir une culture pure de parasite en ensemençant des tubes avec le produit des lésions de l'animal, mais il est indispensable d'examiner histo- :
REP T At
logiquement cette lésion et de voir si le parasite qui y est contenu a vécu dans les tissus.
Dans la blastomycose, il faut toujours rechercher à exclure la tuberculose ; ce sont surtout des inoculations aux cobayes qui nous renseigneront ; la séro-réaction, la fixation du complément, la cuti-réaction et l’ophtalmo-réaction pourront nous donner des indications précieuses.
MILIEUX DE CULTURE EMPLOYÉS POUR ÉTUDIER LES LEVURES
Nous devons maintenant examiner quels sont les procédés aui permettent d'isoler, de cultiver et d’observer les levures.
Sauf quelques espèces pathogènes, toutes les levures ainsi que le dit GUILLIERMOND |89] vivent facilement en milieu artificiel. Elles se cultivent par les mêmes procédés que les bactéries. Ces procédés sont suffisamment connus et se trouvent indiqués en détail dans tous les traités de technique bactériologique. Il serait donc superflu de décrire ici les méthodes de stérilisation et de préparation des milieux de culture. Nous nous bornerons à signaler un certain nombre de ces milieux plus spécialement favorables au développement des levures.
Comme les bactéries, les levures végètent aussi bien sur milieux liquides que sur milieux solides. Il est bon en général de les cultiver en milieux légèrement acides, contrairement aux bactéries qui préfèrent les milieux alcalins.
Les levures, bien qu’anaérobies facultatives, ne se multiplient activement que dans les milieux très aérés. Or, comme les levures végètent le plus souvent dans la profondeur des liquides, il sera donc nécessaire pour obtenir le développement d’une levure en milieu liquide, de la placer dans des récipients à larges surfaces et dans lesquels la couche de liquide nutritif, aussi peu épaisse que possible, ne dépasse pas 1 à 2 em., de manière que lair y ait libre accès. Au contraire, si l’on veut obtenir la fermentation d’une levure, on pourra se servir indifféremment de ballons ou de tubes à essais que l’on remplira jusqu’au sommet d’un liquide sucré, afin que l’air ne se renouvelle que difficilement.
Généralement on utilise, pour les cultures de levures les récipients ordinaires employés en bactériologie (boîtes de PÉTRI, fla-
cons d'ERLENMEYER, tubes de Roux, cuvettes de photographie, tubes à essai). Pour les études de physiologie on se sert de préférence des ballons de PASTEUR, de CHAMBERLAND et des flacons de FREUDENREICH et de HANSEN. La stérilisation de tous
ces appareils s'effectue dans l’autoclave.
Voici la composition de quelques-uns des milieux liquides les plus favorables au développement des levures
Liquide de Pasteur.
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études sur la fermentation alcoolique.
Liquide de Hansen n° 1.
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Liquide de Hansen n° 2.
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ches sur la physiologie des levures.
Liquide de Mayer.
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Liquide de Laurent.
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Ce liquide a été composé par LAURENT pour ses recherches sur la nutrition hydrocarbonée des levures.
Liquide de Hayduck.
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Liquide de Cohn.
MAUR SLI CR CT te 200 g.
DarbrateRAAMIMONAQUES 2 g.
Phousphalesdempotasser ut re + 2 SHARE DAS NÉSIC IE ee een nU re Phosphate bibasique de chaux ......... (Dell SITE TER RS M mu ra mie Miiaende 20 9.
Liquide Noegeli n° 3 AUS LÉ CRE EE En ANR ere 100 ce CICOS CRE A A A dela den 3 9.
Dartratendammoniaque ere 0,04 g.
SUIRATeRTeMNASNESIER ES TR Er ee 0,04 2.
IOhlonuresdencalcnMe CPR EE TELE ere 0,02 g.
Liquide de Raulin.
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Ce liquide, composé par RAULIN au cours de ses belles études sur la nutrition du Sterigmatocystis nigra, constitue le mi-
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lieu qui réalise les conditions les plus favorables pour le développement de ce champignon ; il est utilisé aussi pour la culture d’un grand nombre de moisissures. Il n’en est pas de inême pour beaucoup de levures qui s’y acclimatent mal et souvent même pas du tout. Notons cependant que le liquide RAULIN est très favorable à la végétation de certaines espèces spéciales de levures.
Examinons maintenant quels sont les meilleurs milieux pour cultiver ces organismes.
Les levures se cultivent très facilement aussi sur les décoctions de graines ou d’embryons d'orge (moût de bière, eau de malt, eau de touraillons), ainsi que sur les décoctions de fruits (moût de raisin, jus de pruneaux), de tubercules (carotte, pomme de terre, navet).
Dans bien des cas le moût de bière constitue l’aliment de prédilection des levures. C’est certainement le milieu le plus utilisé pour leur culture. On peut se le procurer chez les brasseurs ou encore l’obtenir au laboratoire. Pour le préparer, on procède de la manière suivante : on délaye 200 g. de malt moulu (c’est-à-dire d'orge germée que l’on a préalablement broyée) dans un litre d’eau froide, puis on porte doucement à la température de 69°. On maintient cette température pen- : dant 3/4 d'heure en agitant, puis on ajoute 4 g. de houblon. On fait bouillir une heure environ ; on filtre et on dose le maliose avec la liqueur de FEHLING. On étend ensuite le liquide avec la quantité d’eau suffisante pour ramener le litre de maltose à 3 p. 100. Le moût est enfin filtré et stérilisé à 115° pendant 20 minutes.
L'eau de malt se prépare en délayant 100 g. d'orge germée (ou malt), préalablement broyée dans un litre d’eau. On chauffe pendant 1 heure à 55-58° en ne dépassant jamais cette température, afin que l’amylase ne soit pas détruite, finalement on fait bouillir pendant 5 minutes, on filtre et on stérilise.
L'eau de touraillons s'obtient en mélangeant dans un litre d’eau 100 g. de touraillons (embryons desséchés d’orge en voie de germination), débarrassés par un lavage à l’eau de leur farine. On ajoute un peu de malt broyé pour dissoudre les dernières parties d’amidon, on chauffe à 55-58° 1/2 heure, on porte à l’ébullition pendant 5 minutes, on filtre et on stérilise.
Le moût de raisin est facile à préparer : on exprime des grains de raisins dans une certaine quantité d’eau, on porte à
l’ébullition le jus ainsi obtenu, puis on le filtre et on le stérilise en chauffant pendant 20 minutes à 150°.
Les décoctions de fruits et de tubercules peuvent être préparées de manière analogue.
Un autre milieu qui est très employé également est ce qu’on appelle l’eau de levure que l’on obtient en faisant bouillir en agitant pendant 5 minutes 100 g. de levure fraîche dans 1 litre d’eau distillée. On filtre ensuite et on stérilise. L’eau de levure est constituée de sels ammoniacaux, de peptone et d’asparagine qui sont de très bons aliments pour les levures. Mais ce liquide par lui-même est le plus souvent insuffisant, aussi pour obtenir un développement plus abondant de levures, il est nécessaire d’y ajouter un sucre.
Les décoctions de viande et les bouillons de peptone sont très souvent utilisés ; ils conviennent spécialement pour la culture des levures pathogènes, La levure que nous avons isolée et dont nous allons faire l’étude se comporte fort bien sur ces milieux.
Les levures s’accommodent très bien également des milieux solides, dont on se sert beaucoup, parce qu’elles s’y développent souvent sous des aspects macroscopiques caractéristiques pour chaque espèce, et utilisés dans leur détermination. Les tranches de pomme de terre, de betterave, et surtout de carotte, de même que les fruits stérilisés (cerises, raisin), placés dans des tubes de Roux ou dans des boîtes de PETRI sont d’excellents milieux de culture pour les levures. Enfin le moût de bière (ou de raisin) est surtout employé comme milieu solide. Il suffit pour cela de le mélanger à 8 p. 100 de gélatine ou de gélose.
MÉTHODES POUR OBTENIR LA SPORULATION
L'étude de la sporulation des levures nécessite une technique spéciale et assez compliquée sur laquelle nous devrons insister.
Conditions essentielles : pour qu’une levure sporule il faut que ses cellules soient jeunes et bien nourries ; il est nécessaire qu’elles aient accumulé dans le protoplasme des réserves suffisantes pour assurer la formation des ascospores. Il faut donc commencer par cultiver la levure que l’on veut faire sporuler, pendant environ 48 heures, dans un milieu nutritif que l’on renouvelle deux ou trois fois. Pour cela, on emploie avec succès le moût de bière.
CRE DIEES
La levure rajeunie, le meilleur moyen pour l’amener à sporujer est de la soumettre à l’inanition. De cette façon, la levure se trouvant dans l'impossibilité de se multiplier par bourgeonnement formera dans ses cellules des ascospores. Nous allons maintenant signaler les différentes méthodes pour arriver à ce résultat, Le procédé le plus commode et aussi le plus sûr a été indiqué par ENGEL et perfectionné ensuite par HANSEN ; il consiste à déposer sur un bloc de plâtre la levure rajeunie par un séjour de quelque temps dans le moût, On peut se procurer le bloc de plâtre dans le commerce ou encore le fabriquer soimême. Pour cela il est nécessaire de mélanger deux volumes de plâtre en poudre avec 3/4 de volume d’eau. On pétrit le mélange ainsi obtenu et on lui donne une forme eylindrique, à l’aide d’un moule. Il est nécessaire que le bloc présente une surface lisse. On pourrait aussi employer à la place du bloc de plâtre, un bloc d’argile cuite ou encore de la porcelaine poreuse.
Quelles sont maintenant les conditions nécessaires pour assurer la sporulation ? Trois facteurs sont indispensables le libre accès de l’air, une température favorable et un certain degré d'humidité. Pour mener à bien cette opération, on dispose le bloc de plâtre dans un cristallisoir dans lequel on verse une certaine quantité d’eau distillée. Celle-ci doit former au fond du cristallisoir une couche suffisamment épaisse pour atteindre environ la moitié de la hauteur du bloc de plâtre ; mais ii faut éviter que l’eau pénètre jusqu’à l’extrémité du bloc, de manière que les levures que l’on dépose sur la surface plane ne soient jamais recouvertes d’eau. Le bloc de plâtre doit simplement s’imbiber d’eau ; ainsi la levure trouvera les conditions d'humidité qui lui sont nécessaires pour assurer la formation de ses ascospores.
Le cristallisoir est fermé à l’aide d’un couvercle non rôdé afin que l’air pénètre librement dans le cristallisoir. L'appareil ainsi préparé est stérilisé à lPautoclave à 115° pendant 1/2 heure.
Les levures rajeunies sont ensuite recueillies et déposées sur ie bloc de plâtre. L'opération est un peu délicate. Si le moût dans lequel elles se trouvent est liquide, on le filtre ; on râcle ensuite à l’aide d’un scalpel ou d’un fil de platine flambé la levure qui reste déposée sur le filtre et on la place sur Ia surface du bloc de plâtre. Si le moût est gélatiné, il suffit de râcler avec un scalpel une portion de la culture et de la disposer sur
ie bloc, On ferme ensuite le cristallisoir à l’aide de son couvercle et on place l’appareil à l’étuve entre 25 ou 30° suivant le cas. Nous avons pu voir au cours de nos études sur plusieurs levures isolées par nous que chaque espèce de levure a une température optimum de sporulation qui généralement se trouve située aux environs de 25 à 30°. Au bout d’une trentaine d’heures la plupart des cellules ont généralement sporulé.
Pour la levure que nous avons isolée des exsudats pharyngés et des expectorations la température optimum de sporulation se trouvait aux environs de 25 à 28°.
Il est nécessaire d’éviter Pinfection du cristallisoir par les bactéries ; c’est pourquoi HANSEN a proposé récemment de remplacer le cristallisoir par l’emploi d’un dispositif spécial qui a reçu le nom de flacon de HANSEN. C’est un flacon cylindrique dont le col est fermé par un capuchon rôdé à l’émeri et surmonté d’un tube que l’on bouche par un tampon de coton qui permet l’aération. Un tube latéral inséré sur un côté du flacon est fermé par un tampon d'amiante. On introduit dans l’iritérieur du flacon en ouvrant le capuchon, une couche de plâtre en bouillie sur laquelle on scelle un bloc cylindrique de plâtre. On stérilise ensuite le flacon dans un autoclave à 115°.
L'opération terminée on ouvre le capuchon, et à l’aide d’un fil de platine on introduit rapidement un fragment de la levure aüe l’on veut étudier. On referme le capuchon et on introduit ensuite de l’eau stérilisée dans le fond du flacon, au moyen du tube latéral. Nous avons obtenu de très bons résultats en employant le flacon de HANSEN. Notons en passant que parfois certaines bactéries aident à la formation des ascospores ; c’est ainsi que À. SARTORY a pu obtenir des ascospores dans le genre WIiLLia par la symbiose d’une bactérie avec une levure.
Mademoiselle GORODKOWA [90] a indiqué un procédé qui a l'avantage d’être beaucoup moins compliqué que la méthode d'ENGEL-HANSEN et semble donner dans beaucoup de cas d'aussi bons résultats, Il consiste simplement à ensemencer des levures jeunes et actives dans le mélange gélosé suivant
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La levure se développe assez rapidement pendant les premieres heures qui succèdent à l’ensemencement, mais la très fai-
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ble quantité de glucose est insuffisante à assurer pour longtemps sa nutrition ; aussi sporule-t-elle abondamment au bout de deux ou trois jours. Nous avons nous-mêmes utilisé ce milieu pour isoler plusieurs levures d’origine pathologique et les résultats que nous avons pu obtenir nous engagent à le recommander tout particulièrement.
Beaucoup d’autres procédés, fondés sur le même principe permettent d'obtenir des ascospores. Certains consistent à placer de la levure rajeunie dans une mince couche d’eau distillée, sur papier buvard imbibé d’eau ou sur gélatine pure. C’est la méthode de WAssErRzuG. Nous'n’avons pas toujours obtenu de bons résultats avec ce procédé. On peut réaliser la production des ascospores dans l’eau de levure, milieu qui, sans autres substances, est insuffisant pour assurer l'alimentation du champignon ; celui-ci se trouve réduit au bout de très peu de temps à sporuler. Tous les liquides nutritifs disposés en couches extrêmement minces sont également susceptibles de provoquer la sporulation, les matières nutritives étant très vite absorbées et la levure rapidement privée d’aliments.
Les levures sont susceptibles de sporuler souvent aussi sur les milieux usuels solides (gélatine et gélose nutritives, pain humide). Un excellent milieu est la carotte ; ce procédé a surtout été utilisé autrefois par le botaniste REESS. La plupart des levures y forment facilement leurs ascospores, au bout de 6 à 8 jours. Elles y poussent très activement pendant les preniers jours, puis, au bout de quelque temps, le bourgeonnement se modère, probablement empêché par laccumulation de produits toxiques dans la culture, et la sporulation cominence. Ce procédé a été très recommandé par GUILLIERMOND pour les études cytologiques. Il permet de suivre tout le développement d’une levure depuis la germination des ascospores jusqu’à la formation des nouvelles ascospores.
Il facilite en outre les fixations que l’on "peut faire en découpant un petit fragment de la surface de la carotte où la levure s’est développée et en le plaçant dans le bain fixateur. On évite ainsi l’usage des fixations sur frottis qui déterminent toujours une contraction des cellules. Nous la recommandons nous aussi pour les recherches cytologiques sur la copulation et la sporulation des levures. Il faut cependant faire remarquer que cette méthode a l’inconvénient d’exiger beaucoup de temps pour obtenir la sporulation et de ne pas réussir avec toutes les levures,
Certaines espèces sporulent facilement dans les milieux spéciaux. D’autres levures forment très facilement des ascospores dans la plupart des milieux liquides, lorsque l'aliment vient à s’épuiser. À cette catégorie appartiennent les espèces des genres WILLIA et PICHIA qui sporulent ordinairement dans les voiles produits à la surface des liquides.
Tels sont les principaux milieux employés par nous pour obtenir asques et ascospores. Mais disons que le procédé du bloc de plâtre nous a le mieux réussi et nous considérons que c’est la méthode la plus commode pour obtenir les formations sporulées.
Culture en goutte pendante.
Cette technique a été très bien adaptée aux levures par HAN- SEN, au point de devenir une méthode exacte. HANSEN a substitué à l’usage des plaques de verre celui des chambres humides ordinaires ou des chambres de BÔTTCHER, qui permettent de suivre au microscope le développement des colonies.
La chambre humide ordinaire consiste en un porte objet au milieu duquel se trouve une légère excavation que l’on recouvre d’une lamelle. On place à la face inférieure de la lamelle une petite goutte de liquide nutritif (milieux liquides ou bien gélose ou gélatine nutritives chauffée à 30°) qui renferme quelques cellules obtenues par dilution. Le couvre objet est scellé au porte objet par de la vaseline, La chambre de BÔTTCHER, ou chambre de VAN THIEGHEM et LEMONNIER, est composée d’un anneau de verre collé par du baume de Canada sur un porte chjet. A l’intérieur de la petite cellule formée par cet anneau, on place une goutte d’eau, pour maintenir l’air humide, puis on recouvre la cellule d’un couvre-objet sur lequel se trouve déposée une goutte de liquide nutritif contenant une seule ou un très petit nombre de cellules de levure. La lamelle est maintenue adhérente sur l’anneau avec de la vaseline.
Il est nécessaire, de stériliser préalablement ces chambres humides en les passant rapidement à la flamme et de s’en servir avec les précautions nécessaires pour les préserver de la contamination des germes extérieurs.
Nous recommandons tout particulièrement ces appareils, car ils rendent de très grands services. Ils permettent en effet d’examiner au microscope le développement d’une seule cellule pendant plusieurs jours (8 jours ou plus).
Le procédé d'isolement de HANSEN consiste à placer une goutte de gélatine nutritive chauffée à 30° et contenant en dilution les levures à isoler sur un couvre-objet sur lequel se trouve gravé un quadrillage avec 16 carrés numérotés. Le couvre-objet est déposé sur une chambre ordinaire ou de BÔTT- CHER. Une fois la gélatine solidifiée par refroidissement, on compte au microscope le nombre des cellules de levures contenues dans la goutte de gélatine. Cette opération est facilitée par le quadrillage de la lamelle, qui en outre permet de repérer chaque cellule. On note le n° des carrés occupés par les cellules, puis on porte la chambre humide dans une étuve à 25°. Par des examens microscopiques à des intervalles réguliers, il est facile de suivre la multiplication des cellules jusqu'à ce qu’elles aient formé des colonies. Lorsque les colonies commencent à apparaître, on en ensemence un ballon de culture et on obtient ainsi des cultures rigoureusement pures, provenant du développement d’une cellule unique. Nous recommandons tout spécialement ce procédé àssez rigoureux qui permet d'identifier et d'étudier une levure isolée, surtout si elle est nouvelle,
Méthode de LINDNER [91].
LINDNER a préconisé plusieurs méthodes fondées sur le même principe, mais beaucoup plus simples.
L’une d’elles, dite méthode des cultures en goutte (Tr je kullur), consiste à diluer de la levure dans une solution nutritive, de moût de bière par exemple, jusqu’à ce qu’une goutte de la solution ne renferme qu’une seule cellule. On prélève alors, à l’aide d’une pipette à pointe très fine, une certaine quantité de cette dilution qu’on dépose en gouttes serrées sur le fond d’une boîte de PETRI préalablement stérilisée à l’autoclave. Partout où il y aura une seule cellule, il se développera une seule colonie. Le numérotage des colonies et leur examen microscopique permet le repérage des colonies ; à l’aide d’un fil de platine, on les prélève et on les ensemence dans les milieux liquides, en vue d’en obtenir en plus grande quantité. Le procédé n’est cependant pas aussi fidèle que ceux de HAN- SEN, mais il a le privilège d’être plus simple, moins long et il peut néanmoins rendre de grands services.
Une autre méthode, dûe également à LiNDNER, est connue sous le nom de culture en gouttelette (Trôpfchenkultur). Elle
consiste à disposer sur un couvre-objet, avec une plume à dessin où avec un clou à pointe très fine, une dilution de levures dans un liquide nutritif, en petites goutelettes ou en stries plus ou moins serrées.
On place ensuite la lamelle sur une chambre ordinaire ou de BÔTTCHER. Toutes les gouttelettes qui ne renfermeront qu'une cellule produisent une colonie pure, dont on peut suivre le développement au microscope.
MÉTHODES D'OBSERVATION DES LEVURES
Observation du développement en chambres humides.
L'observation des levures est facile. La méthode la plus simple est celle qui a été employée par les premiers observateurs EHRENBERG, MITSCHERLICH, KUTZING, SCHULZE, BREFELD ; elle consiste à diluer une petite quantité de levures dans un liquide nutritif, moût de bière par exemple ou gélatine nutritive, liquéfiée au moment de s’en servir, de manière qu’une goutte de la dilution ne renferme que quelques cellules. On dépose une goutte de ce liquide sur un couvre-objet que lon place sous une cloche humide dans une étuve à 25° ; on observe sous le microscope, à des intervalles réguliers, les modifications qui se sont produites dans le développement, L’observation se fait toujours à un faible grossissement et sans que la goutte soit couverte d’un couvre-objet. Cétait le procédé favori de BREFELD qui a pu faire, par cette méthode, des observations de longue durée.
L'emploi des chambres humides ordinaires et surtout de celles de BÔTICHER ou de VAN THIEGHEM et LEMONNIER est beaucoup plus sûr et plus commode. Il permet de se rendre compte au microscope du développement d’une seule cellule ou d’un petit nombre de cellules pendant 8 jours ou même plus, sans pour cela craindre les dangers de contamination. L'usage de couvre-objets quadrillés dont chaque carré est numéroté permet de repérer les cellules et de suivre toutes les phases de leur développement. On peut ainsi dessiner les modifications qui se produisent dans le développement à des intervalles réguliers, par exemple heure par heure.
C’est par ce procédé que l’on peut suivre le bourgeonnement, les phénomènes de sexualité, la sporulation et la germination des levures. Toutefois, lorsqu'il s’agit de l’étude de la germination des ascospores, on se heurte à certaines difficultés. Dans
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une levure qui sporule, on trouve toujours parmi les cellules sporulées un nombre plus ou moins grand de cellules qui n’ont pas formé d’ascospores. Transportées dans un milieu nouveau, ces cellules asporogènes se développent avant les ascospores et plus rapidement que ces dernières. Ainsi, par exemple, une dilution de la levure, placée dans une chambre de BÔTTCHER peut renfermer des cellules asporogènes mêlées à des ascospores. Leur développement précoce gêne l’observalion. Le moyen le plus simple pour éviter cet inconvénient est de soumettre la levure sporulée à une température qui suffise à tuer toutes les cellules végétatives, sans altérer les ascospores qui sont plus résistantes à la chaleur. Pour cela, on procède de la manière suivante : on étale, à l’aide d’un scalpel stérilisé, une culture obtenue sur bloc de plâtre ou sur un autre milieu solide (carotte, gélose de GORODKOWA) sur une lame de verre préalablement flambée, puis on place la lame dans une étuve à 55-60° pendant 12 heures. Les cellules végétatives ne supportent pas cette température, et seules les ascospores restent vivantes. On humecte avec de l’eau stérilisée le dépôt de levures, désséchées sur la lame, puis on l’enlève à l’aide d’un scalpel et on en place un fragment dans une dilütion dont on déposera une goutte dans la chambre humide de BÔTTCHER. Il restera dans la dilution des cellules végétatives. Mais celle-ci, étant mortes, ne se développeront pas et ne séneront en rien l’observation de la germination des ascospores. Nous avons employé maintes fois cette méthode qui nous a rendu les plus grands services dans nos recherches sur la germination des ascospores.
Méthodes pour déceler les propriétés des levures vis-à-vis des sucres.
Il est très important, lorsqu'on veut déterminer une levure ou étudier une levure nouvelle, et c’est notre cas, d’observer son action vis-à-vis des différents sucres. La manière dont se comportent les levures vis-à-vis des hydrates de carbone constitue en effet un caractère spécifique important.
Le procédé le plus commode est dû à LINDNER. Il consiste à remplir avec une goutte d’eau de levure contenant une dilution de germes, une chambre humide ordinaire. On ajoute alors à la goutte, à l’aide d’un fil de platine, une petite quanté du sucre que l’on veut examiner, On a eu soin de soumet-
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tre ce sucre à une fine pulvérisation, de manière que l’on puisse en prendre, à l’aide d’un fil de platine, des quantités à peu près égales. La chambre humide, contenant la goutte ainsi préparée, est ensuite recouverte d’un couvre-objet, et déposée dans une étuve à 25°. Le lendemain on examine la préparation. Si une fermentation a eu lieu, le couvre-objet se trouve un peu détaché de la vaseline qui le collait à la chambre humide et une grosse bulle d’air apparaît sur le couvre-objet. Pour s’assurer que la bulle d’air est bien formée par de l'acide carbonique, il suffit de laisser tomber quelques gouttes de potasse caustique sur le couvre-objet. Si la bulle renferme de l'acide carbonique, elle se rétrécit aussitôt et disparaît, Quand au contraire il n’y a pas de fermentation, la levure forme une sorte
de voile sur le couvre-objet qui reste adhérent à la chambre humide.
CHAPITRE VI
RÉSUMÉ DES MÉTHODES A SUIVRE POUR CARACTÉRISER ET DÉTERMINER UNE LEVURE.
Maintenant que nous connaissons les moyens qui permettent d'isoler les levures, il nous faut examiner comment on peut différencier ces organismes obtenus par ces méthodes, reconnaître si l’on a affaire à une espèce nouvelle ou si l’espèce isolée correspond à une espèce déjà décrite, et en ce cas à quel genre et à quelle espèce. Certes, la tâche n’est pas commode car presque toutes les levures offrent des dimensions et des formes qui ne s’écartent pas sensiblement les unes des autres. Sauf quelques rares exceptions, la forme et la structure de leur asque, l’aspect de leurs ascospores, ne présentent pas de caractères spécifiques. En outre, les caractères morphologiques ne sont pas constants et sont susceptibles de varier. Il est donc Gifficile de trouver dans la morphologie des Jevures des caractères différentiels qui permettent de caractériser les espèces. Il faut donc, tout en profitant des indications que peuvent nous donner les caractères morphologiques, chercher ailleurs des caractères distinctifs entre espèces.
Le premier examen devra porter sur l’aspect macroscopique du dépôt ; on procédera ensuite à l’examen microscopique des cellules. Le second examen devra consister à observer au microscope la forme et la dimension des cellules obtenues dans la végétation de dépôt dans un milieu sucré liquide.
Il faudra ensuite délimiter
—— les températures optima et limites du bourgeonnement ;
— les températures mortelles pour les espèces ;
— les températures limites et optima pour la formation des ascospores ;
— les températures, conditions de formation: et aspects macroscopiques et microscopiques des voiles et anneaux.
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Il y a donc lieu de déterminer pour la formation äes voijes
1° les températures limites ;
2° les températures optima ;
3° l’aspect macroscopique des voiles à différentes températures ;
4° l’aspect microscopique des cellules qui constituent ces voiles à différentes températures.
On peut trouver par cette détermination des caractères importants. Il sera indispensable de signaler les aspects macroscopiques des cultures sur milieux solides.
Les diverses espèces de levures ne se développent pas toujours de la même manière dans les milieux solides (gélatine, gélose, carotte, pomme de terre, sérum coagulé, blanc d'œuf coagulé, etc.) et offrent des aspects de végétation que l’on peut utiliser comme caractères différentiels.
Certaines espèces liquéfient la gélatine très rapidement, d’auires plus lentement, ou pas du tout ; ce sont là des caractères très importants. On peut noter des caractères semblables sur sérum coagulé et albumine d’œuf (recherches des propriétés protéolytiques).
L'action des levures vis-à-vis des différents sucres fournit de précieuse indications. On doit donc, lorsqu'on détermine une levure, rechercher si l’espèce dédouble certains sucres (stccharose, maltose et lactose), et quels sont les sucres qu’elle fait fermenter (saccharose, maltose, galactose, fructose, dextrose, lactose, raffinose, mélibiose, méthylglucosides, dextrine, inuline). La plupart des levures n’ont pas d’action sur le lactose ; rares et par conséquent caractéristiques sont celles qui font ferimnenter ce sucre. Même chose pour la tréhalose.
51 la levure pousse à une température supérieure à + 37° il sera nécessaire de mesurer son pouvoir pathogène sur les différents animaux de laboratoire que l’on peut se procurer. Les injections seront faites : 1° sous-cutanées ; 2° intraveineuses ; 3° intrapéritonéales, On notera avec précision, s’il y a lieu, le détail de la maladie et on aura soin de prélever du sang pour effectuer l’agglutination et la réaction de fixation du complénient.
Si l'animal meurt on pratiquera l’autopsie et on notera avec soin les désordres causés par le germe injecté.
Telles sont les principales recherches que l’on doit effectuer pour l’étude d’une levure que l’on pense nouvelle.
FORMES CLINIQUES DES CAS OBSERVÉS
La présence de champignons levuriformes ou de levures dans les lésions pharyngées a été signalée dans différents pays depuis longtemps. A. CASTELLANI en a observé de nombreux cas dans l’Inde et plusieurs en Europe ou en Amérique. D’autres observations ont été publiées en France ou en Italie et en Mésopotamie.
Formes cliniques
Les angines dans lesquelles on trouve des Blastosporées ou des Hémiascomycetes revêtent le type aigü ou chronique.
Dans le premier cas que nous avons pu observer et dont ous donnerons l’observation dans un instant, c’est l’angine du type folliculaire qui est à signaler. Elle se caractérisait par la présence de points blanc-grisâtre ou blanc jaunâtre, ou encore d'amas grumeleux sur la surface des deux amygdales. Les lésions s’étendaient à la luette et au voile du palais en formant des taches blanches qui rappellent celles qu’on observe dans la forme pseudo-membraneuse. L’affection cause une très grosse gêne de la déglutition, la fièvre est très élevée et atteint + 40°. La guérison spontanée ne s’opère pas. On pourrait croire à une diphtérie et c’est pourquoi l'analyse bactériologique a été décidée et a révélé la cause du mal, Les premiers examens signalèrent de nombreuses cellules levures et la culture sur différents milieux solides et liquides nous donna constamment une culture pure d’une levure du genre Saccharomyces qui sera décrite et étudiée dans un prochain chapitre (*).
C’est principalement dans les régions du centre de la France (Allier, Cantal, Haute-Loire, Puy-de-Dôme) que nous avons pu déceler chez 6 malades différents la même levure provoquant toujours les mêmes maux.
(*) Voir planche, figure n° 1.
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Le champignon isolé s’observe chez l'enfant et chez l'adulte. Sa localisation la plus fréquente est la muqueuse buccale, mais il peut s'étendre à l’épiglotte, les cordes vocales inférieures et même les alvéoles pulmonaires ; il ne semble pas s'établir dans la trachée.
Remarquons que l'infection produite par la levure ne se borne pas toujours à la lésion superficielle des muqueuses : nous avons pu dans deux cas voir le parasite pénétrer plus profondément dans le tissu sous-muqueux et tomber même dans la lumière d’un vaisseau (confirmation par l’oto-rhino-laryngologiste). Il en résulte une infection plus étendue qui a été chservée à plusieurs reprises par différents auteurs notamment ZENKER. RIBBERT, SCHORL, HELLER, MONIER, SARTORY et DEMANCHE.
Diagnostic
Il est indispensable pour poser le diagnostic certain de décéler dans l’exsudat les formes levures. Pour qu’on puisse établir ou essayer d'établir une relation de cause à effet entre les champignons à formes levures et les lésions buccales il faut que l’examen direct montre des éléments parasitaires mycosiques en très grande abondance. On sait en effet que des champignons appartenant à ces groupes peuvent être présents dans la cavité buccale, en dehors de toute affection apparente, et qu’on arrive à les obtenir en culture pure dans fes cas où la rareté des éléments observés ou même leur absence à l’examen direct démontre que les champignons ne sont pas en cause. Il faut de toute nécessité aussi s’assurer que le bacille diphtérique n'existe pas, pas plus que lassociation fuso-spirillaire.
Nous avons pu voir dans trois cas des lésions s'étendre jusqu’à l’appareil broncho-pulmonaire.
C’est surtout par l’examen des crachats que nous avons pü déceler le champignon. Nous y constations toujours de nombreux éléments ovalaires associés ou non, sans formes filamenteuses cloisonnées, mais cette levure avait toujours un caractère particulier, elle était acuminée seulement d’un côté et cette forme nous l’avons retrouvée dans tous les cas que nous avons eus à examiner. De plus cet organisme donnait assez facilement asques et ascospores, ces dernières au nombre de 4.
Nous avons dit que les Blastomycoces de l’appareil respira- Loire sont nombreuses ; elles simulent dans certains cas la tuberculose aussi faut-il pratiquer sur les expectorations toutes
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les recherches permettant d'affirmer qu’il n'existe pas de Bacilles tuberculeux ou encore d’Actinomyces acido-résistants.
Si même les champignons levuriformes que l’on trouve dans les crachats ne sont pas la cause unique de tous les signes que l’on observe, leur présence montre qu’une action mycosique s'ajoute à la maladie primitive pour en aggraver les effets, comme le cas est fréquent dans la tuberculose pulmonaire. D'où la grande nécessité de l'examen des crachats au point de vue mycologique qui permettra d’instituer un traitement anti-mycosique utile même lorsque l'infection par les champignons parait secondaire.
OBSERVATIONS MÉDICALES
Voici un résumé de l’histoire du premier malade que nous avons pu observer.
Le 25 Novembre 1947, entre dans une clinique privée de Paris, M. A. R. âgé de 48 ans. Le diagnostic indique : bronchite doublée de congestion pulmonaire. Les antécédents sont les suivants : parents vivants et bien portants, marié et père de 5 enfants (deux älles et trois garçons) qui se portent admirablement ; sa femme à assez souvent et notamment en hiver des rhumes de cerveau sans autre gravité. Le malade exerce la profession d’entrepreneur des travaux publics. Il a fait normalement son service militaire et jusqu’à l’âge de 45 ans n’a jamais souffert de rien. Sa situation le force à faire souvent des déjeûners plantureux accompagnés de vins capiteux. D’autre part, apéritifs et alcools sont souvent absorbés par le patient.
C’est en Novembre 1946 que le malade a fait une pneumonie gauche qui s’est très bien remise. Huit mois après une angine se déclare avec fièvre atteignant tous les soirs + 39°5 et 37°S dans la journée. Le diagnostic clinique avait été : diphtérie. Peu de temps après apparaissaient de gros ganglions du cou. On fit a droite une incision profonde du paquet ganglionnaire, on tomba sur un tissu nécrosé à odeur fétide, sans pus. A gauche une incision laissa couler une quantité assez forte d’un pus Jaunâtre que nous recueillions précieusement. A partir de ce moment le mieux se fit sentir et la fièvre tomba à 37,5°. L’angine était donc du type folliculaire et se caractérisait également par la présence de points blanc-grisätre sur la surface des deux amydales. À l’auscultation : inspiration très rude en avant et principalement à droite. En arrière râles fins sous-
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crépitants, disséminés un peu partout, principalement à la base gauche où il existe un petit foyer de congestion. Les crachats sont légèrement hémoptoïques et purulents. Nous ne consiatons ni sucre ni albumine dans les urines. Nous nous attardons surtout sur les expectorations en faisant l'examen d’une part des crachats, d’autre part du pus recueilli. L'analyse du sang est également effectuée mais ne révèle rien de particulier. Disons tout de suite que l’examen des crachats et du pus révèle la présence d’une très grande quantité de cellules levures. Ces cellules sont toujours apiculées d’un seul côté. Elles ne présentent pas d’asques ni dans le pus ni dans les crachats.
L'examen bactériologique des crachats est effectué chaque jour durant les premières semaines. Nous recherchons tout spécialement le Bacille de la diphtérie et le Bacille tuberculeux. Nous n'avons jamais décélé ni l’un ni l’autre dans les cas que nous relatons un peu plus haut. Mais par contre nous sommes frappés par la présence constante d’une levure que nous étudierons tout spécialement dans un instant.
L'examen bactériologique du pus nous amène à conclure absence de Bacille diphtérique et de Bacille de Koch, mais présence constante et en très forte proportion de la levure signalée ci-dessus.
Crachats et pus nous serviront à inoculer un certain nombre de lapins, de cobayes et de souris afin de déterminer le pouvoir pathogène. En outre la levure sera inoculée également en culture pure à ces différents animaux de laboratoire.
DEUXIÈME OBSERVATION MÉDICALE
Homme de 36 ans, voyageur de commerce, se plaint un soir de douleurs vives de la gorge ; sa souffrance augmente d'heure en heure, un médecin est appelé et à ce moment le malade a 39,7° puis 40°. On croit à la diphtérie. L'analyse baciériologique révèle la présence d’une levure et de Staphylocoques. La levure est la même que celle que nous signalons dans l’observation précédente. On institue un traitement qui n’est autre que la thérapeutique locale habituelle des angines (gargarismes, collutoire, etc...). Tout semble rentrer dans l’ordre et le malade se déclare guéri. Cinq jours après, celui-ci après avoir repris ses occupations est obligé d'abandonner son travail. Il se plaint de violents maux de tête et d’un point de côté qui le fait souffrir ; il tousse fréquemment et par quintes. Le médecin à nouveau
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appelé constate un début de broncho-pneumonie ; la température atteint 39° à 39,5° le soir. À l’auscultation : inspiration très rude en avant et principalement à droite. En arrière : râles fins sous-crépitants disséminés un peu partout, mais principaiement à la base gauche où il existe un gros foyer de conges- . tion.
Les crachats sont épais filants mais non teintés de sang. Les urines ne contiennent ni sucre ni albumine.
L'examen bactériologique des crachats est effectué méthodiquement tous les trois jours et ces examens portent surtout sur la recherche du Bacille tuberculeux, le Pneumocoque, le Bacille de la diphtérie et les Actinomyces acido-résistants.
Ces examens nous révèlent chaque fois l’existence d’une ievure dont les caractères botaniques, les propriétés biologiques sont semblables en tous points à ceux signalés dans le cas précédent. Il faut donc ici encore incrimier la levure, La formation des ascospores a été obtenue sur bloc de plâtre et sur papier buvard imprégné d’une solution de lactose. Le champignon ne s’est pas borné à la lésion superficielle des muqueuses, mais il a pu pénétrer plus profondément dans le tissu sous-muqueux et s'étendre à l'appareil broncho-pulmonaire. Le traitement ioduré a donné d'excellents résultats ; le malade après deux mois de celte thérapeutique a été guéri complètement.
TROISIÈME OBSERVATION MÉDICALE
Enfant de 12 ans, assez chétif, n’ayant cependant aucun antécédent inquiétant, est subitement pris de douleurs laryngées qui s’aggravent et empêche le malade d’avaler. Le médecin est appelé et constate une température de + 49°. A l'examen de Ja gorge 1l constate une angine du type folliculaire se caractérisant par la présence de points blancs grisàtres, quelquefois blancs jaunâtres. Les lésions s'étendent à la luette et au voile du palais. Le diagnostic de diphtérie n’est pas écarté, mais l'apparition de petites membranes assez difficiles à détacher font ordonner au médecin l’analyse bactériologique afin de déterminer la présence ou l’absence de Bacilles diphtériques. La gêne dans la déglutition augmente et la fièvre se maintient à + 40°. L'analyse bactériologique révèle l’absence de Bacilles de LÔFFLER mais la présence d’une levure qui étudiée d’une façon complète au point de vue botanique, biologique et pouvoir pathogène doit être considérée comme semblable à celle isolée des cas précédents.
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Muni de ces résultats le médecin institua le traitement ioduré (solution de LUGOL, administration per os d’iodure de pofassium) qui réussit à merveille et le malade n’ayant pas eu de complications pulmonaires graves est guéri au bout de 15 JOUrS-
Dans la seule région de Mauriac le Docteur Ch. nous a signalé 4 cas semblables chez des enfants de 8, 10, 12 et 13 ans et dans tous ces cas mêmes constatations cliniques sans complications pulmonaires. On pouvait certes penser à la diphtétie. L'examen bactériologique complet nous a signalé une fois encore la présence de la levure que nous signalions précédemment.
QUATRIÈME OBSERVATION MÉDICALE
Un quatrième cas particulièrement grave nous est signalé par le D° M. qui présume une blastomycose laryngée. Le malade a 36 ans, il exerce la profession de maraîcher. Sa maladie débute par une angine pseudo-membraneuse qui pourrait faire penser à la diphtérie. La température atteint 39,8° le soir. Le médecin décide d’effectuer l’analyse bactériologique des fausses membranes. On ne décèle ni Bacille diphtérique ni Bacille de Koch ni Pneumocoques, ni Actinomyces acido-résistants mais quelques Staphylocoques avec prédominance d’une levure qui n’est autre que celle que nous avons signalée dans les observations médicales précédentes. D’abord localisé sur la muqueuse buccale le parasite s'étend à l’épiglotte, les cordes vocales inférieures et les alvéoles pulmonaires ; durant tout le cours de la maladie des analyses bactériologiques sont effectuées tous les deux jours et constamment nous observons la présence de la levure en très forte proportion.
Ici la lésion ne demeure pas superficielle sur les muqueuses mais il y à également pénétration dans le tissu sous-muqueux, il en résulte une affection plus étendue et aussi plus grave. Néanmoins ces cas exigent les soins d’un oto-rhino-laryngologiste averti et d’un traitement ioduré (lavage, et absorption d'iode sous forme de solution de LUGOL et d’iodure de potassium). Dans le cas présent tout a été mis en œuvre pour sauver le malade.qui a pu retrouver sa vie normale après 4 mois de traitement. Notons que durant 6 mois le patient a montré dans ses crachats la levure coupable de la maladie. Après ce délai, le parasite a complètement disparu.
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Nous voyons par ces différentes observations médicales comhien il est difficile parfois de porter un diagnostic sûr permettant un traitement rationnel. Il est donc de toute nécessité dans de pareils cas d’effectuer l’analyse bactériologique des membranes, fausses membranes et expectorations. On peut ainsi écarter la diphtérie et signaler l’organisme provocateur. Dans tous les cas il est intéressant chaque fois que l’on a affaire à une angine de penser qu’à côté du Bacille diphtérique peut exister une levure capable d’occasionner des désordres fâcheux ; d’autre ‘ part cet examen bactériologique permet au médecin d’ordonner le traitement rationnel,
DESCRIPTION DE LA LEVURE
EE est indispensable pour mener à bien l’étude de la levure incriminée de l’isoler à l’état de pureté absolue ; aussi pratiquons-nous l'isolement de notre microorganisme par la méthode des boîtes de PETRI en nous servant comme milieu d’isolement de la gélose maltosée de SABOURAUD. Entre temps nous employons également le liquide de RAULIN saccharosé gélosé. Ces deux milieux conviennent fort bien et la température choisie est aux environs de + 37°.
Après cet isolement nous étudions notre levure en goutte pendante sur liquide de RAULIN ordinaire et nous nous efforcons de n'avoir dans notre goutte pendante qu’une seule cellule, ce que nous obtenons assez facilement avec le micromanipulateur. De cette façon nous pouvons suivre l’évolution de notre végétal. Plusieurs préparations de ce genre sont effectuées. :
Au début, nous observons une cellule légèrement ovale enveloppée d’une capsule peu épaisse, d’un côté seulement la levure est apiculée ce qui lui donne une forme assez particulière et cette forme est constante sur tous les milieux que nous avons utilisés. Elle mesure 2,8 & à 3,2 & de diamètre. Le contenu protoplasmique est hyalin, on aperçoit une vacuole assez grande au centre et quelques guttules de graisse facilement décelables par l’orcanette acétique, le sudan IIT ou le colorant iriple de GUÉGUEN. Au bout de 4 heures le contenu cellulaire se trouble, les corpuscules de graisse disparaissent et le bourgeonnement s’accuse. Une nouvelle cellule est née. Le bourgeon- . nement s'effectue à la façon des Saccharomyces. L'opération se continue ainsi et l’on voit au bout de 24 à 36 heures un nombre considérable de cellules levures toujours apiculées d’un seul côté, qui se séparent et recommencent leur cycle de vie.
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Jusqu'ici pas d’asques ni d’ascopores. Les cellules ainsi Séparées mesurent 2,8 # à 3,2 # de diamètre.
Nous avons effectué une étude cytologique de ces cellules. Le premier examen a porté sur des cellules vivantes que nous avons pu colorer sans les altérer, par le rouge neutre. Pour cela nous avons placé quelques cellules vivantes dans une goutte d’une solution aqueuse de rouge neutre à 1 p. 10.000. Le protoplasme et le noyau restent incolores, seules les parties les moins vivantes de la cellule fixent le colorant : c’est-à-dire la vacuole et les corpuscules métachromatiques contenus dans cette dernière, Le colorant diffuse dans la vacuole, qu'il colore faiblement, et se fixe électivement sur les corpuscules, métachromatiques. Après avoir absorbé l'aspect des cellules à létat vivant, avec ou sans coloration vitale, nous avons pu entreprendre une étude cytologique plus approfondie sur les cellules fixées, c’est-à-dire tuées par des substances qui les fixent dans la forme qu’elles avaient à l’état vivant.
A cet effet nous avons considéré que le procédé le plus commode pour les fixations consistait à découper une petite portion de gélatine ou de tranche de carotte ou de pomme de terre sur laquelle s’est développée la levure et à placer ce fragment dans un cristallisoir renfermant le bain fixateur. Notons que les frottis, très en usage pour les fixations de microorganismes, ont l'inconvénient de contracter notablement les cellules de levures.
Lorsque la fixation était terminée nous pouvions alors sans inconvénient étaler la levure en frottis sur des lames de verre préalablement enduites d’une très légère couche d’albumine pour la maintenir adhérente. Il est possible alors de plonger les frottis dans un bain colorant, Les procédés de fixation et de coloration varient, suivant que l’on veut étudier le noyau ou les enclaves de la cellule.
Pour l'étude du noyau nous nous sommes servis du liquide de BOUIN (picroformol) ou du liquide de PÉRENYI. La durée de la fixation était d'environ 12 heures. Nous colorions ensuite par la méthode de HEIDENHAIN à l’hématoxyline ferrique (mordançage pendant 12 heures dans une solution à 2 1/2 p. 100 d’alun de fer ammoniacal, lavage rapide à l’eau, coloration à l’hématoxyline, solution aqueuse à 1 p. 100 pendant 24 heures, lavage à l’eau puis différenciation dans la solution d’alun qui a servi au mordançage). Nous avons obtenu par cette méthode une très belle différenciation du noyau qui se détache
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en noir foncé sur le protoplasme gris. Les grains basophiles se coloraient également assez énergiquement, mais les corpuscules métachromatiques étaient invisibles. L’hématoxyline de DELAFIELD et l’hémalun nous ont fourni également d’excellents résultats, après fixation au liquide de Bouin. Ces colorants nous permettaient de différencier à la fois le noyau que nous voyions apparaître avec une teinte un peu diffuse, et cette fois visibilité très nette des corpuscules métachromatiques, qui prennent une coloration intense rouge vineux. Les préparations ainsi obtenues peuvent être conservées dans la gélatineglycérinée de KAYSER, de préférence au baume de Canada qui souvent détermine une forte contraction des cellules.
L'alcool, le formol et le liquide de LENHOSSEK sont les fixateurs les plus précieux pour l’étude des corpuscules métachromatiques, mais moins recommandables pour l'étude du noyau.
Le bleu polychrome d’Unna, le bleu de Crésyl, le bleu de méthylène (employés en solution aqueuse à 1 p. 100) donnent des colorations électives des corpuscules métachromatiques, mais différencient généralement mal le noyau. Les préparations obtenues par ces teintures se décolorent presque aussitôt dans la. gélatine glycérinée, et ne peuvent être conservées que dans le baume de Canada.
Pour la différenciation du glycogène nous avons employé le colorant triple de GUÉGUEN et la solution iodo-iodurée de potassium (liqueur de Lugol). Pour les graisses il suffit de fixer les préparations par le liquide de FLÉMMING (acide osmique) qui brunit fortement les globules d’huile renfermés dans la cellule.
C’est surtout dans les cellules jeunes que nous avons pu observer un très beau noyau et des corpuscules métachromatiques nombreux. Dans les cellules âgées les corpuscules métachromatiques ont des tendances à diminuer de nombre, Par contre le glycogène et les corpuscules de graisse abondent dans les cellules âgées.
RECHERCHE DE L'OPTIMUM CULTURAL
Il est nécessaire de déterminer loptimum de croissance de la levure. Ce dernier est déterminé à l’aide de cultures sur carottes, placées respectivement à + 16°, + 22°, + 25°, + 30°, + 34°, + 40°, + 48° et + 45°. Après 8 jours de culture nous constations que l’optimum cultural pour notre microorganisme se trouve compris entre + 30 et + 35°.
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Notons que la levure isolée pousse très bien à la température de + 37°. Son développement cesse aux environs de + 41°.
CONDITION D'APPARITION DU VOILE
Les conditions d'apparition du voile sont déterminées sur le bouillon pepto-glycériné-glucosé.
Voici le résultat de nos observations :
ANA ee pas de végétation. |
RNOCOE NT AS ARE le voile apparait après 3 jours.
BV SEE ENS SUN voile après 48 heures.
A PARD D CE RE ar pas de voile.
AP Aloe pas de voile même après 15 Jours.
Examen microscopique du voile.
À l'examen microscopique les voiles jeunes sont formés d’éléments légèrement allongés dont la capsule a disparu presque totalement. En vieillissant, les cellules d’abord ovales s’étirent faiblement mais ne donnent jamais d'association en forme de boudins. Nous ne constatons jamais de formes simulant un mycélium. Les cellules gardent toujours l’aspect ovalaire et la région apiculée est toujours constante. Dans le dépôt qui est «bondant et visqueux, assez facilement séparable par l’agitaion, les cellules ovalaires acuminées d’un seul côté dominent.
FORMATION DES ASCOSPORES.
La formation des ascospores a été obtenue sur bloc de plâtre et sur papier buvard imprégné d’une solution de lactose (placé dans une boîte de PETRI). Nous opérions toujours à la température de + 34-35°. L'apparition des ascospores est signalée par le changement de consistance de la levure qui devient pulvérulente, poudreuse et sèche. Nous assistons, en faisant des préparations microscopiques nombreuses, au grossissement de certaines cellules qui se transforment en asques renfermant 4 acospores. Les ascospores sont légèrement elliptiques à membrane lisse, ovales et mesurant 3 # de long sur 2,5 # de large. Elles sont toujours disposées en tétrades. Nous avons pu voir germer ces ascospores qui donnent très rapidement sur un milieu favorable des formes levures. Ces formes levures vésétent très facilement et prennent la forme initiale très rapi-
dement. Notons qu’elles sont toujours apiculées d’un seul COTENC 4):
(*) Voir planche, figure n° 2,
MILIEUX SOLIDES
Pomme de terre.
La levure s’y développe favorablement en 24 heures à + 34°. Les colonies sont d’abord blanches, punctiformes, elles confluent rapidement afin de donner un enduit blanc lisse et luisant, En moins de 3 jours la pomme de terre est à moitié envahie ; le reste devient la proie de la levure en moins de 6 jours. À ce moment la couleur de la culture change et devient hlanc crème ; les contours sont festonnés et elle s’épaissit qu centre. Après 15 jours la couleur change encore et devient jaune brun. Par la suite nous ne constatons plus de changement appréciable.
À l'examen microscopique nous ne voyons que des formes légèrement elliptiques et possédant l’apicule d’un seul côté.
Pomme de terre glycérinée.
Le champignon se développe favorablement sur ce milieu à la température de + 34° ; cependant il v a un léger retard par rapport au milieu précédent dans lPapparition des premières colonies, À part cela, mêmes constatations que sur le milieu précédent. L'examen microscopique ne montre rien de particulier.
Pomme de terre acide. À
Sur ce milieu le retard dans l’apparition des colonies est d’environ 48 heures. Ces dernières sont blanches punctiformes et surélevées au centre ; elles s’étalent moins facilement que sur les milieux précédents. Elles arrivent à former un large tapis après 7 à 8 jours. La culture d’abord blanche devient blane crème après 12 jours et brune après 20 jours. Rien de particulier à l’examen microscopique.
LECTA
Carotte.
C’est certainement le milieu de choix pour cultiver ce parasite. Le développement est encore plus rapide que sur les milieux précédents. En moins de 24 heures il se forme de petites colonies blanches qui se rejoignent en formant un enduit lisse et humide. Les bords de la culture sont très festonnés ; en moins de sept jours toute la carotte est envahie. La culture reste très longtemps très blanche puis devient crèmeuse vers le quatorzième-quinzième jour. Vers le vingt-deutième vingt-cinquième jour, la culture prend une teinte brun clair, puis brun joncé, vers le trentième. jour. À ce stade la levure est encore vivante, nous nous en assurons par repiquage sur différents nilieux nutritifs.
A l'examen microscopique, présence exclusive de cellules ovalaires ; nous ne constatons jamais de forme en boudins ou de cellules simulant un pseudo-mycélium,, nous ne percevons ni asques ni ascospores (*).
Topinambour.
+ Même allure que sur pomme de terre ordinaire, la végétation est un peu moins rapide et les cultures plus sèches ; la couleur reste blanche très longtemps et ne devient brune qu'après un mois à + 34°. À l'examen microscopique, uniquement des cellules ovalaires. Nous cherchons, mais en vain, la présence d’asques et d’ascospores.
Gélose ordinaire.
Le milieu est très favorable ; après 48 heures début de colonies circulaires blanches, s’étalant et confluant avec une grande facilité ; après 5 jours le substrat est à moitié envahi et après 12 jours toute la culture est recouverte par la levure, La couleur est blanche, puis brunit par le temps, pour devenir nettement brune après un mois. A l’examen microscopique nous percevons des cellules ovalaires, très bien formées et douées d’un pouvoir de bourgeonnement intense.
Gélose de Sabouraud.
Ce milieu est excellent, les colonies apparaissent au bout de 24 heures. Elles sont tout d’abord punctiformes, blanches, à contour lisse, puis se rejoignent et s’étalent en formant un enduit blanc à contour festonné. La culture est brillante, plate, légèrement surélevée au centre, après 20 jours de culture à
(*) Voir planche, figure n° 3.
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l’étuve à + 34° nous voyons cette dernière s’épaissir au centre et quelques bulles de gaz sortir du milieu ; après un mois la culture brunit et se fonce plus encore par le temps. A l’exa- Ien microscopique, bourgeonnement intense du parasite, les éléments levuriens sont constamment ovalaires et toujours apiculés d’un seul côté. Pas de pseudo-mycélium ni de formes allongées en boudins.
Milieu de Lasseur gélatiné.
A +22° apparition de petites colonies punctiformes saillantes et d’un blanc franc ; la culture s’étale, et vers le quatriéme jour donne un enduit lisse et vernissé ; après douze jours le milieu est totalement recouvert, la culture brunit légèrement pour devenir nettement brune au bout d’un mois. Rien de particulier à signaler à l’examen microscopique.
Décoction de foie de mouton gélatiné à 5 p. 100.
Nous avons utilisé ce milieu car très souvent sur ce substrat, certaines levures, habituellement ovalaires, prennent des formes allongées simulant un mycélium. À + 22° et au bout de 48 heures nous constatons un développement normal, début de petites colonies blanches à bord lisse, très luisantes ; après quaïre jours ces colonies se réunissent pour former un enduit blanc et légèrement festonné sur les bords. Après quinze jours envahissement total du milieu et début de brunissement, Après un mois la culture est nettement brune. À l’examen microscopique nous ne pouvons déceler de formes allongées, aucune forme en boudins mais uniquement des cellules ovalaires bourgeonnant rapidement et se séparant. Ces formes, toujours apiculées d’un seul côté.
Raulin normal gélatiné : (+ 22°).
Milieu excellent pour la culture du parasite, La végétation débute au bout de 24 heures, donnant des colonies punctiformes blanches, confluant rapidement et donnant au bout de 7 jours un enduit blane, lisse, légèrement épaissi au centre et à contours festonnés. Après douze jours léger apaississement au centre et début de pigmentation brune. Après un mois la culture est nettement brune. A l'examen microscopique nous constatons uniquement des formes bourgeonnantes sans mycélium. Pas d’asques ni d’ascospores, la gélatine n’est pas liquéfiée même après un mois.
TU
Raulin neutre gélatiné :‘(+ 22°).
Mêmes constatations que sur Raulin normal gélatiné. Aucune liquéfaction du milieu même après un mois. A l'examen microscopique uniquement des formes ovalaires, pas d’asques ni d’ascospores.
Navet.
Milieu peu recommandable. La culture n’apparaît qu'après 4 jours sous forme de petites colonies blanches d’environ un inillimètre de diamètre qui grossissent lentement. L’étalement est long à se produire et les colonies séparées confluent difficilement. Cependant, après dix-huit jours, nous constatons un enduit blanchâtre, étalé assez régulièrement et à contours légèrement festonnés. Après un mois la culture devient blanc crème puis brune. A l'examen microscopique nous ne constatons que des cellules levures en voie de bourgeonnement, apiculées d’un seul côté. Pas de formation d’asques ni d’ascospores.
Artichaut.
Le milieu n’est pas très favorable ; cependant au bout de trois Jours nous constatons quelques petites colonies blanches qui confluent très rapidement en donnant un enduit blanc qui reste ainsi pendant quelques jours, puis la culture s'étale encore pendant quelques jours et cesse de végéter après trois semaines, Nous ne constatons jamais de verdissement de lParlichaut.
MILIEUX LIQUIDES
Culture sur liquide de Raulin normal.
Premier jour (24 heures) : début de végétation ; troisième jeur : culture déjà abondante, trouble du milieu et dépôt de fond blanc légèrement visqueux ; huitième jour : culture abondante avec augmentation du dépôt de fond. A la température de + 34° nous apercevons à ce moment un léger voile blanc, plus épais au centre qu’à la périphérie et tombant rapidement au fond du milieu. Après 3 semaines de végétation abondant dépôt blanchâtre, le liquide reste trouble et nous ne constatons par la suite qu’un développement minime.
Examen microscopique. — Le dépôt de fond est exclusivement formé de cellules ovalaires apiculées d’un seul côté. Le
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bourgeonnement est très actif et les cellules ainsi formées se disloquent très rapidement. Le rudiment de voile existant ne renferme aucune cellule en forme de boudin, pas plus d’ailleurs que de cellules simulant un mycélium. Notons cependant que dans les cellules du dépôt de fond nous constatons une assez forte proportion de guttules de graisse et de glycogène.
Bouillon pepto-glycérine. à
Le développement est un peu plus lent que sur le milieu précédent. L’allure de la culture est à peu près la même que sur Raulin normal. Le dépôt de fond est abondant après 5 jours et ne cesse d'augmenter par la suite jusqu’au vingt-troisième jour. Le saccharose est dédoublé et nous pouvons constater également la production d’alcool.
Examen microscopique. — Les cellules constituant le dépôt de fond bourgeonnent activement et se séparent. Même allure que sur le milieu précédent.
Raulin glucosé.
Identique au Raulin normal. Le glucose est dédoublé. A lexamen microscopique rien de particulier.
Raulin lévulosé.
Le lévulose ne constitue pas un milieu de choix pour la levure. Ce n’est qu’au deuxième jour à + 34° que la culture s’amorce. Après 12 jours, dépôt de fond moins étendu que sur les milieux précédents. Le lévulose n’est pas attaqué mais simplement consommé par le végétal. A l’examen microscopique les cellules du dépôt de fond sont normales et toujours apiculées d’un seul côté. S
Raulin galactosé.
Deux jours sont nécessaires à + 34° pour percevoir le trouble du milieu ; le cinquième jour la culture est amorcée et nous constatons un léger dépôt de fond qui, par agitation, se détache très facilement. Le treizième jour, la récolte est plus abondante, elle augmente d’ailleurs jusqu’au trentième jour. Le galactose n’est pas attaqué. À l'examen microscopique nous ne constatons rien de particulier, les cellules sont vigoureuses et bourgeonnent activement. Nombreuses sont les guttules de graisse incluses dans le protoplasme. Aucune cellule allongée en forme de boudin n’est visible, pas plus d’ailleurs que les cellules simulant un mycélium.
Lu
Raulin maltosé.
Le développement est sensiblement le même que sur Raulin normal. La levure pousse dès les premières vingt-quatre heures à + 34°. Le dépôt de fond est très abondant dès le douzième jour et augmente jusqu’au vingt-sixième jour. A l'examen microscopique rien de particulier n’est à signaler. Les cellules levures se développent normalement.
Raulin lactosé.
Même développement que sur Raulin galactosé. Le lactose n'est pas dédoublé.
Raulin urée.
Le développement est relativement lent, ce n’est qu'après 48 beures que nous apercevons un début de végétation, le sixième jour nous notons un léger dépôt de fond qui s’accentue vers le quatorzième jour et devient abondant vers le vingt-cinquième jour sans toutefois être comparable aux cultures sur. Raulin normal ou sur Raulin glucosé. Il n’y a aucune odeur ammoniacale. L’urée ne subit aucune décomposition, À l’examen microscopique le bourgeonnement est moins actif, les cellules présentent toujours un apicule sur un côté, et les cellules en boudins ou très nettement allongées sont absentes.
Raulin inuline à 2 p. 100.
Milieu peu favorable à la croissance de la levure ; ce n’est que le cinquième jour que nous apercevons un début de dépôt de fond, L’inuline n’est pas attaquée. A l’examen microscopique nous ne constatons que des cellules ovalaires, bourgeonnantes se séparant très facilement.
Lait. #
Culture relativement rapide signalée déjà vers le troisième jour. Le lait est coagulé le quatrième jour (température de + 34°). Il y a précipitation de la caséine sans peptonisation de cette dernière. À l'examen microscopique nous ne décelons que des cellules ovales bourgeonnant très facilement.
ÉTUDE DU POUVOIR PATHOGÈNE DE LA LEVURE
Il était intéressant de connaître les effets de la levure isolée par nous, injectée par la voie sous-cutanée, intraveineuse et intrapéritonéale chez les animaux comme le cobaye, le lapin et Ia souris.
Voici le résultat de nos expériences :
Voie sous-cutanée.
Nous avons inceulé 4 cobayes adultes de 425, 440, 457 et 466 g. La quantité injectée était de 1 em d’une dilution (1) d’une culture sur carotte dans du sérum physiologique.
Après 48 heures les cobayes ne présentent rien de particuhier, après 8 jours nous constatons au point d’inoculation un léger œdème, se transformant en un petit abcès qui bientôt s’ouvre et guérit spontanément. Ce même fait s’observe pour les 4 cobayes inoculés. Dans le pus recueilli aseptiquement et provenant de l’abcès nous retrouvons la levure injectée. Nous recueillons chez ces animaux une certaine quantité de sang qui nous servira pour les recherches sérologiques.
Trois autres cobayes adultes de 430, 447, 515 g. après injection toujours sous-cutanée de 2 cm de la dilution précédente ont présenté des nodules et des abcès sous-cutanés au point “inoculation le plus souvent après un délai de 4 à 5 jours ; ceux-ci s’accompagnent souvent d’adénite. Ces lésions souscutanées ont régressé progressivement, mais, dans les trois cas, les animaux ont beaucoup souffert et maigri de 100 à 150 g.
Trois autres cobayes dont deux adultes (510 et 527 g.) et un jeune cobaye de 385 g. ont été inoculés avec 3 cm de la dilution précédente. Au bout de 5 jours nous observions un abcès sous-cutané, un œdème considérable et un malaise général se remarquait chez ces animaux. Vers le quatorzième. jour ces animaux cessent de prendre leurs aliments, et tous maigrissent
(4) Nos dilutions contenaient environ 10 millions de cellules par cm,
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considérablement ; d’autre part ils s’affaiblissent à tel point qu'ils restent blottis dans un coin de leur cage ; de temps en temps ils cherchent à se soulever mais sans succès ; la faiblesse est extrême vers le trente-cinquième jour, La cachexie est intense. Le jeune cobaye qui ne pèse plus que 210 g. meurt le quarante-quatrième jour ; celui de 510 g. qui en pèse 390 ineurt le cinquante-deuxième jour et celui de 527 g. qui ne pèse plus que 395 g. meurt le cinquante-cinquième jour. Nous pratiquons l’autopsie. Les lésions viscérales consistaient en granulations miliaires de la rate qui était légèrement hypertrophiée, du foie et des reins. Les poumons étaient très congestionnés et présentaient également des granulations miliaires qui s’étendaient à la plèvre, au péritoine, au foie et aux reins. C’étaient le tableau d’une blastomycose généralisée.
Nous avons essayé d’obtenir des lésions cutanées ; à cet effet nous avons lésé, (par scarification), la peau d’un jeune cobaye et enduit au moyen d’un pinceau trempé dans une culture de Jevure la partie scarifiée. Nous avons obtenu dans ce cas une lésion croûteuse qui a demeuré quelque temps et qui a guéri spontanément.
Injection dans la veine jugulaire.
Deux cobayes adultes injectés avec 2 cm* de dilution de culture dans la veine jugulaire sont morts au bout de 6 jours, A l’autopsie congestion du poumon mais aucune lésion à l’examen macroscopique du foie, des reins, de la rate, du péritoine et de la plèvre.
Injection intrapéritonéale.
Deux cobayes de 490 et 540 g. reçoivent chacun une injection dans le péritoine avec 1 em de la dilution de la levure. Ces animaux résistent assez bien durant 12 jours. Nous constatons cependant un amaigrissement très marqué ; le quinzième jour ils refusent leur nourriture et vont durer ainsi quinze jours encore en accusant un amaigrissement et une cachexie intenses. :
Le premier cobaye, celui qui pèse 490 g., meurt au bout de 33 jours. Nous avons trouvé à l’autopsie un abcès de la grosseur d’une noisette dans le tissu péritonéal droit, le rein était également lésé et la rate et le foie étaient marqués de granulations miliaires ; le poumon très congestionné était maculé également de ces granulations miliaires. Les urines contenaient de l’albumine,
mire
L’autre cobaye de 540 g. mourait deux jours après et présentait à l’autopsie le même tableau que nous venons de décrire pour le cobaye précédent.
EXPÉRIMENTATION SUR LES SOURIS
La souris supporte mal les injections intraveineuses et intrapéritonéales de la dilution de levure même à des doses très faibles, Après avoir examiné l'influence de l'injection d’une dilution de la levure par voie intraveineuse et intrapéritonéale nous constations que ces animaux mouraient très vite (au bout de deux jours) et nous ne pouvions formuler aucune certitude sur le pouvoir pathogène. Disons cependant que si nous employons une dilution très faible de la levure nous obtenons chez les souris un malaise déterminant une espèce de septicémie qui se traduit par un amaigrissement marqué. Dans certains cas la souris résiste, dans d’autres au contraire elle succombe au bout de 40 jours et nous constatons à l’autopsie, la présence d’une série de lésions portant surtout sur le foie, la rate, le péritoine et les poumens. L’injection la plus sévère est l'injection intrapéritonéale.
EXPÉRIMENTATION SUR LE LAPIN
Voici le résultat de nos expériences sur le lapin
1° voie intraveineuse : Lapin de 2 kg. (avant l'injection, température + 39°. Injection de 2 cm° d’une émulsion contenant environ 10 millions de cellules levures par cm*, dans la veine marginale de l'oreille droite. L'animal résiste bien jusqu’au cinquième jour ; après ce délai nous voyons se former un abcès contenant un pus blanc crème qui sort naturellewent ; dans ce pus nous retrouvons la levure injectée. Un détail à noter, c’est que la levure a reconstitué sa capsule. Un peu plus tard l’animal se blottit dans un coin de sa cage, ses poils se hérissent et l’appétit diminue très sensiblement. Nous constatons une perte de poids de 200 g. Le dixième jour tremblements nerveux et agitation très prononcée chez l’animal. Appétit très réduit il ne consomme que quelques carottes ; le quinzième jour le lapin est pris d’une dyspnée intense, diminution de poids de 250 g. Le vingtième jour l’appétit est totalement supprimé, la cachexie se montre très prononcée, et
Où —
le trentième jour l’animal entre en agonie. Il meurt le trentequairième jour. À l’autopsie nous constatons une blastomycose généralisée. Les lésions viscérales consistaient en granulations miliaires de la rate, du foie et des reins, en granulations miliaires également des poumons, de la plèvre, du péritoine, du foie et des reins.
Le liquide de RAULIN ensemencé avec des fragments d'organes prélevés sur l’animal reproduit les cultures pures de la levure inoculée.
L'examen histologique des poumons et du foie montre quelques cellules levures ayant les mêmes dimensions que les cellules initiales. :
2° injection sous-cutanée : un dapin de 2,500 kg. reçoit sous la peau de la cuisse une émulsion de 2 cm de levure (10 millions de cellules par em). Après 3 jours il se forme un abcès qui devient très gros, puis suppure au bout de 6 jours. Dans ce pus nous retrouvons la levure injectée. Après 15 jours l’abcès diminue à tel point que la lésion guérit après 20 jours.
De ces expériences nous pouvons conclure que notre levure est pathogène pour le cobaye, la souris et le lapin.
HISTOLOGIE
Les lésions sous-cutanées consistent en nodules et en abcès. Tout se passe au début comme un nodule inflammatoire banal : congestion, hyper-diapédèse, afflux leucocitaire abondant, phagocytose intense ; puis le ramollissement de ce nodule et enfin la suppuration à l’extérieur se produisent. Très souvent, on constate la régression et la disparition de la lumeur. Dans ces lésions, la tumeur se trouve {rès souvent phagocvtée ou cn voie de destruction.
Le foie présente ainsi que les poumons des blastomvycoses avec nécrose centrale.
Les reins sont très congestionnés et montrent des nodules de la grosseur d’une tête d’épingle.
La rate est le plus souvent hypertrophiée, les corpuscules sont volumineux et contiennent des blastomycètes.
Le péritoine et l’épiploom phagocytent souvent des levures. Jumais nous n'avons observé la moindre formation pouvant laisser soupçonner la structure d’une tumeur maligne,
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SÉRO-AGGLUTINATION.
La réaction essayée au dixième, au cinquantième et tième est positive au bout d’une 1/2 heure malade.
au cenavec le sang du
FIXATION pu COMPLÉMENT.
La réaction de fixation du com
plément s’est montrée positive avec le sang des malades.
CHAPITRESXI
THÉRAPEUTIQUE
Un traitement médical convient à presque toutes les mycoses : c’est la médication iodo-iodurée. L’iodure de potassium doit être donné à doses fortes : 6 à 8 g. per os, commencer par des doses progressives et croissantes à partir de 2 g. et contlinuer pendant plusieurs semaines. Pour augmenter la tolérance de l’iodure de potassium on a intérêt d’ordonner en même temps un régime déchloruré (PINOY). Quand l’iodure est très mal supporté en ingestion, ou pour les mycoses rebelles (GOU- GEROT) il faut avoir recours aux injections intraveineuses d’iodure selon la formule de RAVAUT
TOC RER NE EE RE EE 1 partie TOURS TCRDOLASSIUTRE EEE NERT PEER 2 parties AUS RES eau er tele et Ce 100 parties
On injecte 5 à 30 cm° de cette solution diluée dans du sérum physiologique. Exceptionnellement on aura recours aux injections de lipiodol ou à l’ionisation iodée par électrophorèse.
Ce traitement iodé est d’une grande utilité et aussi d’une grande simplicité. Il doit être poursuivi quelques semaines après la guérison. La thérapeutique par les arsénicaux, l’émétique, les sulfites ou le citrate de cuivre n’ont donné que quelques succès isolés.
CONCLUSIONS GÉNÉRALES
Dans la première partie de notre travail nous avons relaté une bibliographie très complète sur l’action pathogène des levures observées chez les animaux et surtout chez l’homme. Nous nous sommes occupés que des mycoses buccales et pulmonaires.
Le chapitre I est consacré à la classification de la famille des Saccharomycétées (GUILLIERMOND et LUTZ).
Dans un chapitre spécial nous nous sommes demandés d’où venaient ces microorganismes pathogènes.
Les procédés de laboratoire pour déceler les levures et constater leur pouvoir pathogène sont traités avec force détails au chapitre IV, et un résumé des méthodes à suivre pour caractériser et déterminer une levure sont exposées au chapitre VI.
La partie originale de notre travail commence au chapitre VII. Nous décrivons en effet les formes cliniques des cas observés, ces formes étaient des angines simulant la diphtérie, des manifestations pulmonaires, bronchites, etc. Dans tous ces cas nous avons de suite écarté le Bacille de la diphtérie et le Bacille de Koch et incriminé la levure isolée.
Cette levure a été étudiée au chapitre VIIT, au point de vue botanique, biologique et biochimique. Le pouvoir pathogène a été positif sur cobayes, lapins et souris grises. L’histologie a confirmé la nocivité de la levure et la sérologie (agglutination et déviation du complément) ont été positives chez les malades. - Cette levure possède une morphologie assez curieuse ; sur un seul côté elle porte un apicule qui se conserve toujours malgré les milieux de culture utilisés.
Ce parasite constitue une espèce nouvelle appartenant au genre Saccharomyces MEYEN, il donne des asques et des ascopores et est fortement pathogène pour l’homme et les principaux «animaux de laboratoire, Nous proposons le nom de Saccharomyces laryngitidis n. sp.
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