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Introduction
Dans un travail (1) ayant pour objet l'étude de trois cas d'ostéites mycosiques, notre Cher Maître, Monsieur le Professeur A. Sarrory et ses collaborateurs ont pu déclarer :
« On admet généralement que les mycoses osseuses constituent des affections d’une rareté exceptionnelle, surtout quand il s'agit de mycoses osseuses primitives. Au cours d’une année, il nous a été donné d'isoler de trois cas d’ostéites, qui avaient été ious les trois considérés comme tuberculeux, des champignons inférieurs. Au cours de notre exposé, nous nous proposons de démontrer que les espèces isolées peuvent être incriminées comme uniques agents d'infection, et nous nous permettons de rendre attentifs les chirurgiens et les spécialistes des maladies tuberculeuses sur la fréquence, plus grande qu’on ne l’admet, des mycoses. »
Depuis, ces auteurs ont été amenés à décrire d’autres cas de mycoses osseuses parmi lesquels nous nous contenterons de signaler une sporotrichose à Rhinocladium BEURMANNI, un cas d'ostéite dû à Rhinocladium Goucerori, enfin une blastomycose osseuse provoquée par un Schizosaccharomryces (2).
Quand nous avons sollicité un sujet de thèse, notre Cher Maître nous a proposé de continuer les études poursuivies par un certain nombre de chercheurs dans le Laboratoire de Bactériologie et de Cryptogamie de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, travaux ayant pour objet des recherches sur les mycoses osseuses.
Notre travail constitue donc une Contribution à l'étude des mycoses osseuses : nous avons eu l’occasion, au cours de notre séjour au Laboratoire, de poursuivre des essais sur deux parasites, l’un appartenant au groupe de Actinomycétés, et l’autre au groupe des Saccharomrycétées.
Le premier malade nous a été présenté par Monsieur le Docteur Marcel Meyer, Chef du Service d’Orthopédie de la Clinique Chirurgicale B de la Faculté de Médecine de Strasbourg (Professeur Srozz, Directeur).
Le deuxième était en traitement à l’Hospice Stéphanie dans le Service de Mademoiselle le Docteur ZIMMER (Dr. ALLENBACH, Directeur).
Dans la première partie de notre travail, nous donnons un résumé des recherches antérieures aux nôtres et concernant les mycoses osseuses, de même que quelques considérations générales sur les genres botaniques auxquels nous ramenons les para-
fi
sites étudiés. Toutefois, nous devons signaler ici que nous n'avons pas cru devoir donner tous les détails que nous avons pu puiser dans les nombreux travaux antérieurs : nous nous contentons de renvoyer le lecteur aux mémoires de DucRoUx (6), d’ANTONIOLI (à), de Moxaz (5), de CnarLes (6), dans lesquels ceux qui s’intéressent à la question trouveront des exposés particulièrement intéressants en même temps qu’une abondante bibliographie.
La deuxième partie comprend l'exposé de nos recherches personnelles. Deux cas de mycoses osseuses, nous l'avons dit, ont retenu notre attention. Pour chacun d’eux, nous avons tenu à donner les observations cliniques des malades, la description des lésions, la façon dont nous avons opéré nos prélèvements. Enfin, nous en venons à l'étude particulière de chacun des microorganismes isolés : les recherches qui ont été faites à ce sujet comprennent des examens microscopiques, histologiques du matériel pathologique, des ensemencements sur divers milieux avec l'étude des champignons sur ces substrats, les caractères culturaux, biologiques et biochimiques.
Nous souvenant qu’il était nécessaire pour avoir le droit de considérer un organisme comme parasite de reproduire expérimentalement sur l’animal l’affection envisagée et de pratiquer ensuite des rétrocultures à partir des lésions, nous avons étudié l’action pathogène expérimentale pour chacun des deux cas.
Qu'il nous soit permis, maintenant de dire toute notre gratitude à Monsieur le Professeur À. SARTORY, qui a bien voulu nous inspirer ce sujet de thèse et nous guider dans notre travail ; à Monsieur le Docteur Marcez MExEr, à Mile le Docteur ZIMMER, à M. Jacques MEYER, Assistant de Bactériologie et de Parasitologie, pour les conseils éclairés qu’ils ont bien voulu nous prodiguer ; c'est à eux que nous devons d’avoir pu obtenir le matériel nécessaire à notre étude.
Nos respectueux remerciements à Monsieur le Professeur Y. Vormar et à Monsieur RExXÉ SArrory, chargé des fonctions d'Agrégé, qui ont accepté de faire partie de notre Jury de Thèse.
HISTORIQUE
CuHaApirre I“
Généralités sur les mycoses osseuses
Les maladies osseuses étaient connues des Anciens : Hippo- CRATE et GALLIEN en font mention : de même, les Arabes et les Chirurgiens français du Moyen-Age. Mais ces données étaient pour ainsi dire totalement empiriques.
Ce fut Porr qui découvrit les lésions tuberculeuses des os et à partir de 1818, on peut citer les noms de CRAMPTON, GERDY, CHAssAIGNAC , Roux, VOLKMANN, (GossELIN, BOECkEL, BKoca, SCHUETZENBERGER, LANNELONGUE.
MAUCLAIRE (7) a pu diviser ces différentes affections en groupes assez bien définis. Le premier comprend les lésions infectieuses (ostéomyélites, tuberculose, syphilis). Vient ensuite le groupement des néoplasmes osseux, celui des ostéopathies trophiques et nerveuses. On considère enfin les intoxications chimiques des os et, en tout dernier lieu, les maladies parasitaires, quelques-unes causées par des parësites animaux et les autres par des champignons inférieurs.
C’est CARAVEN (8) qui nous fournit les meilleures données sur les ostéites et les ostéo-arthrites mycosiques. Les parasites étudiés par cet auteur sont des LEVURES, des SPOROTRICHÉES, des ACTINOMYCES. En outre, il importe de signaler quelques rares cas de mycoses osseuses dues à des Périsporiacées et des Hémisporées. Selon lui, l’os le plus favorable à l’attaque des champignons inférieurs est le tibia,
On peut donc considérer avec CARAVEN que les maladies mycosiques des os sont dues aux parasites suivants :
ASCORYCELES VS, Te 280 ae Blastomycètes Aspergillées Champignons imparfaits.. Microsiphonées . .. Actlinomycèles Actinobacilles Sporotrichées . ... Rhinocladium Sporotrichum
Hémisporées . .... Hemispora
Les Blastomycètes sont des champignons reconnaissables microscopiquement à la forme de globules arrondis et bourgeonnants. L'auteur fait une distinction entre les Blastomycètes proprement dits {Genres Saccharomyces et Cryplococcus) et les Oidiomycètes (champignons susceptibles au cours de leur évolution culturale de prendre une forme filamenteuse).
A notre avis, c'est LANGERON (9) qui apporte le plus de clarté dans la classification de ces organismes. 1l considère :
Les Saccharomycétacées avec les genres: Debaryomyces, Saccharomyces, Willia.
Les Endomycétacées : Genre Endomyces.
Les Hyphomycètes thallosporées qui peuvent se diviser en : Blastosporées : Genre Cryptococcus, Monilia ; Arthrosporées : Genre Mycoderma.
Dans cet exposé, nous nous en tiendrons aux mycoses provoquées par des levures (Blastomycètes proprement dits), des Sporotrichum et des Actinomryces.
Les premières ont été fort bien étudiées, et pour se faire une idée aussi complète que possible de ces maladies osseuses, il faut se reporter aux cas désormais classiques de Busse-Buscake (10), de HupELo, Duvaz et Læpericx (11) et enfin de BrEwEr et Woop (12). Avant tout, le profond intérêt de ces observations réside dans le fait que la lésion osseuse a été souvent la manifestation initiale de la maladie ou bien qu'elle s’est réalisée loin de tout foyer d'ordre primitif et par la voie hématogène. Nous résumerons ci-dessous les caractères essentiels de ces trois cas :
CAS DE BUSSE-BUSCHKE
Premiers symptômes : Dermite ulcéreuse de la nuque et du front. Premières lésions osseuses : Trois mois après les premiers symptômes, au tibia, sous forme d’une tumeur fluctuante. L'incision fait découvrir une caverne contenant un liquide rouge vineux, présence de cellules sphériques géantes et de corpuscules levuriens.
Culture : Positive : Il s’agit du Cryptococcus hominis VUILLE- MIN IQO1.
Action pathogène expérimentale : Donne des résultats positifs sur le rat, la souris et l’homme.
CAS DE HUDELO, DUVAL ET LÆDERICH :
Premiers symplômes : Enflure très dure, douloureuse à la face interne de la jambe gauche. :
Lésions osseuses : Sous la peau restée indemne.
L'incision montre à la place du derme une masse gélatineuse remplissant une caverne osseuse.
Autres foyers: Près du coccyx, au coude gauche, sur le trochanter.
Parasite : Il s'agit du Cryptococcus hominis VuiILLEMIN 1907.
CAS DE BREWER ET WOOD
Premiers symtômes : Douleurs entre les omoplates et sur la colonne vertébrale. Enflure entre la deuxième et la quatrième vertèbre dorsale.
La Ponction donne du pus qui, ensemencé, produit une culture de levure.
L'incision laisse écouler une grande quantité de pus. Une métastase se produit.
La Culture est positive : Il s’agit du Cryptococcus Breweri, VEr- DUN 1912.
Pour ce qui est de la Sporotrichose osseuse, rappelons que cette maladie est une affection assez rare comme le déclare Tai Lien KiawG (13). Cet auteur a en effet, au cours de sa bibliographie, pu dénombrer depuis 1907 en tout et pour tout, une soixantaine de cas seulement en France ; la plupart de ces cas ont été décrits entre les années 1907 et 1914. Longtemps on a confondu les Sporotrichoses osseuses avec des affections tuberculoïdes. Nous nous permettrons ici de citer la description très claire et suggestive que LANGERON (14) en donne : « Localisations très importantes à connaître et mises en lumière par les recherches expérimentales de De BEURMANN, GouGEroT et VAucuEr (15). Elles se présentent sous forme de périostites sporotrichosiques, sources de fractures spontanées ; de sporotrichoses des petits os des extrémités avec toutes les variétés de périostites ossifiantes, d’ostéites raréfiantes, d’abcès intra-osseux, d’ostéites épiphysaires et d’ostéoarthrites accompagnées de tuméfactions et de colorations violacées des doigts, enfin, on connaît des ostéites des os du crâne, simulant l’ostéite syphilique tertiaire ».
On a la preuve aujourd’hui que l'infection sporotrichosique dans certains cas, peut se faire par la voie sanguine ; elle arrive ainsi à donner naissance à des foyers primitifs limités au périoste ou à l’os même.
Il ne faudrait cependant pas généraliser, et certains lésions osseuses se produisent dans quelques cas par pénétration du parasite localisé, tout d’abord, dans des foyers ulcéreux ou gommeux, dermiques qui arrivent à prendre de l'extension en profondeur à travers les divers tissus jusqu’à l’os. C’est un cas de ce genre que Frorrro et BENEDETTI (16) ont pu décrire ; des auteurs, tels que DE BEURMANN, GOUGEROT et VAUCHER (15) ont insisté à diverses reprises sur le fait suivant : en présence de tout cas suspect d’arthrite aiguë, subaiguë ou chronique, il faudrait penser à la possibilité d’une sporotrichose. JEANSELME et ADAMSON (17) n'ont-ils pas eux aussi fait remarquer que les inflammations arthritiques peuvent être rangées dans les sporotrichoses universelles ou généralisées ? La maladie osseuse se présente habituellement sous un aspect spécial qui revêt la forme de modifications gommeuses de l’os ou du périoste. Récemment, plusieurs auteurs ont rappelé que GouceroT, EnrManN, Larousse (18), Pick (19), Grecor (20) ont décrit des infections analogues localisées surtout,
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il est vrai, aux os des extrémités, mais pouvant se limiter aussi aux os des métacarpiens ou même aux os longs, tels que dans les cas de Wipaz et JAGQUET (21), PAYENNEVILLE (22), Pick et AzscuuL (23) ; À. Sarrory et OrTicont (24) ont même décrit des localisations à la machoire supérieure.
Dans le cas des sporotrichoses, il est nécessaire de poursuivre les travaux afin de pouvoir permettre au médecin de poser un diagnostic différentiel aisé et sûr, de façon à éviter les confusions avec la tuberculose d’une part, avec la syphilis, de l’autre. L’importance de ce diagnostic différentiel a été démontrée d’une façon très éloquente par les travaux de GoucEroT et de son école auxquels nous renvoyons pour de plus amples renseignements (18, 25). L'étude des sporotrichoses semble avoir été quelque peu négligée en France depuis 1914.
En l’espace de deux ans, MM. Meyer et À. Weiss (26) ont pu observer trois cas de sporotrichose osseuse à la Clinique chirurgicale B de l’Université de Strasbourg. Signalons l'étude intéressante de P. Ducroux (3) qui a contribué à perfectionner le diagnostic de la sporotrichose osseuse. C’est à dire que la sporotrichose osseuse n’est pas si rare qu'on a bien voulu le déclarer.
Que l’on nous permette de tracer à grands traits l'historique de cette affection : Tout le monde connaît les recherches de SCHENK (27) [1898], qui furent suivies par celles de HoœExTEN et PERKINS (28) [1900]. Dans notre pays, c'est pe BEURMANN et Ra- MOND (29) qui ont publié la première note intéressant ce genre de maladie. On ne peut passer sous silence les observations de Lurz et SPLENDORE (30) qui relatent des faits concernant la sporotrichose spontanée du rat. Ces recherches furent poursuivies par Brissaup et RATHERY, HuDeLzo, Monter-Vinarp, BRAUN et MERLE, mais ce sont, sans aucun doute, les mémoires documentés de DE BEURMANN, GOUGEROT et VAUGHER (25) qui apportèrent le plus grand nombre de recherches expérimentales : ils décrivirent l’apparition des lésions viscérales, musculaires, osseuses, ostéo-articulaires, synoviales ayant de très grandes analogies avec les lésions déterminées par l'infection à l’aide du Bacille de Kocu. De l'animal à l’homme, il n’y a pas loin, aussi ces savants émirent l’hypothèse que de semblables localisations pouvaient se produire chez le sujet humain.
Comme le rappelle Tar Lrex KianG, c’est le 5 juin 1908 que SICCARD, BITCH, GOUGEROT, ainsi que FAGE exposèrent à la Société Médicale des Hôpitaux les deux premiers cas de sporotrichose osseuse du tibia, apportant à l'appui de leurs assertions des preuves expérimentales tirées des cultures faites au laboratoire. Enfin, on peut citer le mémoire de pe BEURMANN, GoucEeror et Vaucuer publié en 1909 (25) et dans lequel les auteurs considèrent les sporotrichoses ostéo-articulaires. Rappelons aussi la thèse de CaRAvEx (8) qui contient une étude sur les ostéo-arthrites mycCosiques. ZEILINGER (31), MARcHaND ont consacré des études bibliographiques et cliniques aux sporotrichoses osseuses. En ce qui concerne le diagnostic de ces affections, les travaux les plus
saillants ont été publiés par Wipaz et ABrami (33) qui ont réussi à démontrer en 1908 que le sérum des sporotrichosiques possédait la propriété spécifique d'agglutiner les spores du champignon. Comme beaucoup d'auteurs l'ont prouvé, cette épreuve est encore à l'ordre du jour, et elle constitue une des meilleurs méthodes de diagnostic.
Nous en arrivons aux Aclinomycoses osseuses et nous poserons la question suivante : Ces affections primitives sont-elles si rares que l'on semble le déclarer ? Rappelons que LANGERON (34) a cru devoir insister sur des cas exceptionnels, dans lesquels les lésions actinomycosiques semblent débuter dans l'os lui-même. Cet auteur émet l'hypothèse d'une pénétration du parasite à travers la muqueuse digestive, son passage dans le sang et son transport et sa localisation dans la substance osseuse, Ducroux dans son travail sur les mycoses des os rappelle que CARAVEN a pu récolter 4 cas rapportés par IsRAËL (35), KonLer (36) et Bozrin- GER (37). Aussi pour une bibliographie complète de cette question, renvoyons-nous à sa thèse, mais retenons qu’un très grand nombre de cas comprennent des lésions osseuses primitives ou éloignées de tout foyer actinomycosique. De plus en plus, on a l'impression que ces cas d’actinomycoses primitives sont relativement très répandus à la fois chez les animaux et chez l’homme. La pénétration du parasite peut se faire par la peau, à la faveur d’une petite lésion cutanée (pustule d’acné par exemple). Elle peut aussi avoir lieu par l’appareil respiratoire et digestif. Ducroux croit apporter la preuve certaine en ce qui concerne son cas, de la généralisation par voie sanguine de l’actinomycose indépendamment de toute infection surajoutée : « Nos cultures et nos inoculations n’ont jamais mis en évidence d’autres microorganismes qui auraient pu intervenir pour permettre l'introduction du parasite actinomycosique et sa colonisation à distance ».
En ce qui concerne les lésions, BorLINGER fait remarquer la présence d’un épaississement très important du périoste et d’une induration fibreuse dans les os tarsiens : l’épaississement du périoste est aussi visible dans les lésions qui siègent à l’astragale, au calcanéum, au scaphoïde et aux os cunéiformes. La substance osseuse molle est raréfiée et renferme des foyers jaunâtres ; dans les cavités et les lacunes, on peut mettre en évidence des colonies actinomycosiques. HAMBURGER (38) et BosrRoœM (39) se sont aussi attachés à décrire les aspects anatomo-pathologiques des actinomycoses osseuses et le fait le plus remarquable qu'ils aient constaté réside dans l’absence habituelle de tout travail de réaction de la part des différents constituants de l'os.
Au point de vue de la localisation des foyers, citons les régions osseuses suivantes : fémur, condyle interne du tibia, omoplate, tibia, côtes et clavicules, condyles occipitaux, humérus, articulations du genou et du fémur.
Ducroux, au cours de ses recherches sur les mycoses osseuses, a pu mettre en évidence une actinomycose osseuse primitive caractérisée par l'absence de toute lésion organique autre que
celle intéresant le tissu osseux, par la déficience d’une adénopathie prononcée, par les examens des cultures, l'étude des propriétés biologiques de l'organisme, la reproduction des lésions expérimentales chez les animaux. Il conclut de son travail que la porte d'entrée est située à la jambe droite, dont les lésions ont guéri spontanément. Trois ans après ces faits, l'affection a repris à la jambe gauche (on peut supposer ici le transport du parasite par voie hématogène). S'étant localisée en cette place, elle a attaqué l'os de prédilection des mycoses osseuses qui est le tibia. Les lésions causées à cet os ont fourni à l’examen clinique et radiologique des symptômes caractéristiques. Enfin, le malade a été guéri rapidement par le traitement iodé.
CHaAPirRE II
Considérations générales sur les Blastomycètes
Lorsqu'on parle de Blastomycètes en mycologie parasitaire, on a l'habitude de séparer distinctement les organismes réduits à des cellules bourgeonnantes (levures) et ceux qui sont filamenteux tout en prenant dans certaines circonstances la forme levure. Pour l'historique complet de la question, nous renvoyons aux travaux de CHARLES (6) et de Ducroux (3). Les recherches sur les levures pathogènes s’échelonnent depuis 1853 jusqu'à notre époque : qu'il nous soit permis ici de citer les noms de Rogin (40), CLaunEe BERNARD (4), Poporr (42), MaGGiora et GRANEDIGO (43), ACHALME et TRoisiER (44), Curris (45), San FeLice (46), BussE (ir) rete...
VuiLLEMIN et LEGRAIN (48) décrivent le Saccharomyces granulalus, STEINHAUSS, le S. membranogenes (49) ; BLancnarn, Bixor et ScHwaRTz (50) isolent le Saccharomyces Blanchardi de GurarT. Parmi les autres auteurs qui se sont occupés des blastomycoses, citons encore CASTELLANI (b1), A. SARTORY (52), LASSEUR (53), AnpErsoN (54), HupeLo et MontTLaur (55), Roncazr (59, Remak (56), CasaGranpr et BRescaLiont (57), CorseLzi et Frisco (58), Gircrisr (60), DEMANCHE (61), Lucet (62), HARTER (63), LEGENDRE (64), BEAUVERIE et LESIEUR (65), DE BEURMANN et Gou- GEROT (66), Hupero, Duvaz et Læpericn (67), GUILLIERMOND et Pésu (68), Ora (69).
Nous pourrions citer encore nombre d’auteurs, mais nous arrêtons là cette énumération, en nous contentant de prier les personnes s'intéressant à cette bibliographie de se reporter aux deux thèses citées au début de ce chapitre.
Nombreuses sont les classifications qui ont été données au sujet des Blastomycètes : rappelons le travail systématique de Lipau (70). Cet auteur considère d’abord les organismes ne présentant pas d’asques nettement différenciés (Hémiascées), il envisage ensuite ceux qui donnent des asques nets (Enascées). Ce groupe des Enascées se divise en Exoascées (asques nus et libres), Plectascées (asques légèrement enveloppés), Discomycètes (périthèces ouverts), Pyrénomycèles (périthèces fermés).
A. SARTORY (71) a donné une classification exclusivement basée sur des caractères botaniques : il distingue quatre familles : Hémiascées, Pézizacées, Sphæriacées, Périsporiacées ; Buscouxe et Joserx (72), à propos de cet essai de classification, font remarquer que la Mycologie parasitaire médicale gagnerait beaucoup à adopter ce genre systématique qui se conforme aux règles de la
Cryptogamie en se basant sur les caractères botaniques des +spèces.
De BEurmanx et GouGeror (66) ont établi des groupements fondés sur des caractères médicaux : ils distinguent différentes blastomycoses : tout d’abord, les Saccharomycoses et les Atelosaccharomycoses : les parasites responsables de ces affections ne possèdent en aucune période de leur vie des filaments mycéliens vrais. Les Saccharomycoses sont produites par des organismes capables de se reproduire par l'intermédiaire d’asques, Ce qui n'est pas le cas des Atelosaccharomyces. DE BEURMANN et GOUGE- RoT rangent dans ces diverses familles les genres bien connus : Saccharomyces, Cryptococcus et Monospora.
Viennent ensuite les Parasaccharomycoses dues à des champignons capables de présenter un mycélium rudimentaire ; ce genre est mal défini.
Les Zymonémaloses causées par des organismes cryptogamiques capables de prendre la forme globuleuse levure et la forme filamenteuse.
Les Endomycoses dont les agents sont des champignons à mycélium filamenteux et à reproduction sexuée par ascospores.
Les Parendomycoses, comprenant des champignons voisins qui se distinguent cependant des précédents par leurs caractères culturaux.
Il est nécessaire ici de citer la classification des Hyphomycètes parasites élaborée par VuizzemIN (73). Cet auteur distingue trois groupes essentiels : tout d’abord les Conidiosporées, les Hémisporées sur lesquelles nous n’insisterons pas. Enfin les Thallosporées qui sont caractérisées par une reproduction au moyen de thallospores produites par le morcellement du thalle sans aucune différenciation particulière. Ce groupe est divisé en deux sous-groupes : les Blastosporées ou Blastomycètes et les Arthrosporées où Arthromycètes. Nous n'insisterons que sur les premiers.
Les Blastosporées comprennent les genres Cryplococcus, Monilia, Cladosporium, Malassezia etc... Tous ces genres se distinguent des autres thallosporées par la présence de thallospores spéciales que l’on appelle des blastospores. Ces éléments ont généralement une forme arrondie présentant l'aspect des levures ; ils naissent par bourgeonnement et prennent leur origine au pourtour des filaments. Ces blastospores sont capables de se multiplier pendant longtemps et l’on n’a remarqué jusqu’à présent aucun arrêt dans leur vie végétative.
GUILLIERMOND (74) s'est appuyé sur cette classification de VuILLEMIN, classification purement botanique, pour essayer de mettre de l’ordre dans ces différents groupements. Il divise les Thallosporées en plusieurs familles et sous-familles. Tout d’abord, il distingue la famille des Saccharomycétacées qui comprend les organismes caractérisés par une mulliplication asexuée par bourgeonnement ou cloisonnement et, en plus, une reproduction proprement dite au moyen d’asques et d’ascospores. GUILLIERMOND
a créé Cinq groupes qui se répartissent dans cette famille : ce sont les : Schizosaccharomyces constituant à eux seuls le premier groupe. Le deuxième groupe comprend les genres Zygosaccharomyces, Debaryomyces, Schwaniomyces, Tor'ulaspora, Nadsonia. Le iroisième groupe renferme des levures capables de bourgeonner, douées d'une reproduction sexuée par ascospores et d’un pouvoir fermentatif dégradant les matières sucrées en produisant de l'alcool ; ce groupe contient les genres : Saccharomycodes, Saccharomycopsis, Saccharomyces et Hansenia. Le quatrième groupe comprend les genres Pichia et Willia doués d’un pouvoir fermentatif, mais dont les produits de dégradation n’aboutissent pas à la production d'alcool, mais d’éthers. Le dernier groupe renferme des levures dont on connaît la reproduction sexuée, mais dont les affinités sont encore très mal connues : les genres Monospora et Nemalospora en font partie.
GuILLIERMOND considère ensuite la famille des Non-Saccharomycétacées caractérisée par des espèces à formes bourgeonnantes dépourvues de reproduction par asques et ascospores : il y englobe les genres suivants : Torula, Mycoderma, Cryptococcus.
Pour être complet dans l’histoire de ces classifications, mentionnons l'essai fait par Buscake (72) qui tient compte surtout des données cliniques.
La classification qui, à notre avis, mérite d’être retenue parce qu'elle allie les recherches botaniques et les caractères cliniques, est celle créée par Langeron (75). Cet auteur considère les Saccharomycétacées avec les genres pathogènes : Debaryomyces KLOECKER 1909, Saccharomyces MExEenN 1838, Willia HANSEN 1904. Le deuxième groupe de LANGERON comprend les Endomycétacées avec le genre Endomyces. ,
Quant aux Non-Saccharomycétacées, eu égard aux beaux travaux de VuILLEMIN, LANGERON nomme la famille des Hyphomycètes thallosporées avec les Blastosporées d’un côté et les Arthrosporées de l’autre. Les Blastosporées qui nous intéressent seuls à présent comprennent les genres pathogènes : Cryplococcus et Monilia.
Nous ne ferons que signaler la classification ébauchée par Ora (69) qui nous paraît fort compliquée et peu accessible aux médecins praticiens habitués à des données cliniques et à des termes que l’on admet aujourd’hui comme consacrés
Mais qu'il nous soit permis d'insister quelque peu sur une publication parue il y a un peu plus de deux ans et où LANGERON et TaL1ce ont donné de nouvelles méthodes d'étude et d'essai pour la classification des champignons levuriformes (76). Ces auteurs, après avoir rappelé toute l'importance des champignons levuriformes en médecine, leur présence dans les lésions les plus diverses de surface ou profondes, signalent toutes les tentatives de classification de DE BEURMANN, GOUGEROT, VUILLEMIN, basées sur des caractères morphologiques. Ils font entrevoir les travaux fondés sur des propriétés biochimiques et font connaître le but
de leur travail qui a été « d'utiliser à défaut ou à côté des ascospores, l'appareil sporifère pour donner une classification botanique des champignons levuriformes ».
LanceroN et Tazice proposent deux groupes de méthodes pour l'étude des champignons levuriformes : les premicrs sont des procédés macroscopiques, les autres sont microscopiques.
Les méthodes macroscopiques exigent des milieux de culture bien définis : ces milieux sont au nombre de deux, tout d’abord de la gélose glycosée à 27 de glycose ; les produits employés pour la confection de ces substrats sont ceux qui ont été recommandés par SABOURAUD ; la façon de les préparer a été empruntée à la technique même de SaBouraup. Le deuxième milieu solide est constitué par du moût de bière additionné de 107 de gélatine blanche extra.
En ce qui concerne les milieux liquides, les auteurs emploient avant tout le milieu classique de RauziN acide qu'ils considèrent comme le meilleur pour le cas où l’on veut pratiquer l’isolement des souches pures. Viennent ensuite le moût de bière et l’eau de pommes de terre.
Les méthodes microscopiques comprennent en premier lieu l'observation de prélèvements opérés au moyen du fil de platine flambé et dans ce cas LANGE=ON et TaLICE recommandent pour l’observation le liquide de Lucoz qui, disent-ils, permet de voir avec beaucoup de netteté le contour des blastospores. L'observation des espèces à étudier doit se faire sur le tube de culture lui-même adapté à cet effet (peu de gélose et grande inclinaison du milieu). Quelquefois cet examen peut ne pas donner entièrement satisfaction ; il doit alors être complété par l'examen d’un prélèvement monté en préparation et traité au moyen du LucoL par exemple.
Les auteurs ont observé les appareils sporifères sur les cultures en eau de pommes de terre : dans un premier cas, ils aspirent au moyen d'une petite pipette droite une colonie qui est ensuite étalée sur une lame, égouttée, séchée à 37° et examinée dans le liquide de Lucoz double qui a la propriété de colorer en bleu-noir les grains d’amidon de pommes de terre (formant le fond de la préparation) et en jaune-brun le champignon luimême, Quelquefois on doit pratiquer des microcultures (en goutte pendante) sur l’eau de pommes de terre. Ces microcultures doivent être soumises à une surveillance sévère et examinées toutes les heures au moins. Dès que la culture est satisfaisante et qu'elle permet d'observer ce que l’on voulait voir, on détache la lame de l’anneau et on fait sécher à l'étuve à 37°. On peut aussi colorer ces microcultures au moyen du liquide de LuGor, comme il a été dit plus haut.
En ce qui concerne les caractères macroscopiques des cultures, les auteurs croient nécessaires de fournir quelques précisions concernant l'observation de ces caractères : tout d’abord, ils considèrent les cultures crémeuses et les cultures membraneuses ; les premières sont reconnaissables à cause de leur aspect brillant et humide, les autres sont toujours sèches. On doit observer les
caractères de la surface du tapis cultural qui, dans certains cas, se plisse, dans d’autres, reste parfaitement lisse. La consistance des colonies sera connue par le contact au moyen du fil de platine. La couleur sera observée avec profit surtout sur les cultures géantes. L'odeur des cultures de Blastomycètes est en général fade.
LANGERON et TALIcE conseillent de déterminer la température optima de croissance en employant pour chaque souche à étudier trois séries de culture dont les unes seront placées à la température du laboratoire ; les autres à l’étuve entre 22° et 25° ; enfin, les dernières seront disposées à 37°.
Mais une mention spéciale doit être réservée aux cultures opérées sur les milieux liquides ; en l’espèce, le milieu adopté est l'eau de pommes de terre. On considérera les flocons cohérents ou non en suspension et les dépôts, la présence ou l'absence d'un voile.
Les colonies géantes seront obtenues avec facilité et sans grand danger de contamination en se servant des fioles de Roux (ou boîtes de Roux). D’après l’aspect de ces colonies géantes, les auteurs distinguent des cultures crémeuses épaisses, convexes, à surface lisse ou creusée de sillons généralement peu profonds : dans ce cas il s’agira des genres Mycotorula, Mycotoruloïdes et Candida.
Les colonies membraneuses, épaisses, sont mates, ridées et souvent recouvertes de sortes de mèches (Genre Géotrichoïdes).
Toutefois LANGERON et Tarice placent entre ces deux types très différents deux genres de transition : le genre Mycocandida qui donne des colonies crémeuses à épaisseur variable, à surface lisse et grumuleuse. Dans le genre Blastodendrion on a affaire à des cultures minces et creusées de sillons.
Parmi les caractères morphologiques des Blastomycètes, les auteurs retiennent tout d’abord les blastospores dont la forme et les dimensions sont essentiellement variables suivant les différents genres : on peut donc se servir en partie de ce caractère. Un classement des différentes formes a pu être opéré : nous le donnons ici en résumé: la forme des blastospores peut être «ronde, brièvement elliptique, elliptique allongée, ovoïde courte, ovoïde allongée ». On trouve enfin des types symétriques, stalamoïdes. Puis on peut envisager des blasiospores cylindriques, bacculiformes ou en bâtonnets, en croissants ; des éléments à contours irréguliers et allongés, des blasiospores piriformes ; certaines possèdent des membranes à double contour. Dans les cultures un peu âgées, les auteurs ont trouvé des blasiospores géantes qui ne sont pas constantes pour un genre, une espèce ou une souche.
La façon dont s'opère le bourgeonnement peut aussi donner des indications intéressantes : bourgeonnement unipolaire, double, quadruple, quintuple etc... La germination, elle aussi, a ses modalités et ses règles. La formation des blastospores en verticilles plus ou moins réguliers est un phénomène à noter, de
même que la morphologie des extrémités des filaments. On ne saurait négliger non plus la présence de chlamydospores, mais il faut se souvenir qu'elles apparaissent dans les cultures en milieux liquides et dans les cultures cellulaires prêtes à se dessécher.
LanGEroN et Tarice appellent aussi l’attention sur les filaments corémiés ou coremiums : on doit à ces éléments les mèches caractéristiques qui se forment quelquefois à la surface de certaines cultures.
Tels sont les caractères morphologiques retenus par Lan- GERON et TALICE ; pour ce qui est des caractères biochimiques, ils s’'empressent de déclarer que le seul caractère auquel ils ont recours est la liquéfaction de la gélatine {protéolyse du moût gélatiné). Ils ajoutent encore que ce caractère ne saurait correspondre en aucune manière à leurs groupements morphologiques. Ceci revient à dire qu'ils ne se servent aucunement pour la classification systématique des champignons levuriformes, des différentes réactions de fermentation qui étaient cependant tant à l'honneur, il y a quelque temps. Cependant, la raison de ce renoncement est particulièrement éloquente : «Ces caractères, très importants pour l'étude biologique, nous ont paru de nul secours pour l'étude systématique, c'est tout au plus s'ils peuvent servir d'appoint pour compléter une détermination et encore ce renseignement est des plus douteux, car les épreuves de fermentation ont été effectués par nos prédécesseurs avec des types non déterminés morphologiquement. Toute cette question des fermentations est donc à reprendre ».
Ensuite, les auteurs repoussent le terme de Monilia : ils le rayent de la nomenclature des levures ; les champignons levuriformes se trouvent donc limités aux Mycotorulées dont ils donnent la définition suivante : Champignons levuriformes proprement dits, non pigmentés et possédant un appareil filamenteux sporifère.
Pour être complet et fixer les idées, nous tenons à donner la classification des champignons levuriformes telle que LANGE- RON et TALICE la conçoivent :
CLASSIFICATION DES CHAMPIGNONS LEVURIFORMES
selon LANGERON et TALICE
« La sous-famille des Mycotorulées est divisée en six genres » répartis en deux groupes, suivant la nature des cultures :
1) Cullures crémeuses :
Mycotorula : Blastospores en verticilles simples et réguliers et en bouquets terminaux. 17 souches : deux ou peut-être trois espèces.
Mycotoruloïdes : Blastospores en verticilles réguliers, composées et étalées en bouquets terminaux : 16 souches, 4 espèces provisoires.
Lu
Candida : Blastospores en chaînettes terminales et en verticilles plus ou moins réguliers ; six souches ; trois espèces.
Mycocandida : Appareil filamenteux très ramifié, chaînettes terminales très courtes, verticilles rudimentaires. Quatre souches ; deux espèces.
Blasiodendrion : Arbuscules en pinceau, formés de blastospores stalagmoïdes. Trois souches ; sept espèces.
2) Cultures membraneuses :
Geotrichoïdes : Intermédiaire entre les blastosporés proprement dits et les arthrosporés ; des blastospores verticillées et des blastospores-arthrospores, Sept souches ; sept espèces.
LANGERON et TaLice joignent à cette étude le genre Geotrichum (ancien Mycoderma) souvent confondu, disent-ils, avec les bilastosporés, mais qui possède un vrai mycélium et des arthrospores. Cinq souches ; deux espèces.
Les auteurs donnent la clef suivante pour faciliter les déterminations :
1. Colonies crémeuses ..... ditrarst ER AU aa Colonies membraneuses ........,....... (6
2. Des chaînettes terminales .............. Candida Pas de chaînettes terminales ou seulement PRO COURENT LE CS DR PEU Hz
3. Verticilles simples, réguliers, des bouquets rite 0, Ste PR AT es Mycotorula
Verticiiles simples ou composés, plus ou moins réguliers, pas de bouquetsterminaux 4
h. Blastospores stalagmoïdes dominantes des
AEDUHSCUECS. . cree Ur .......... Blastodendrion Blastospores arrondies ou ovalaires domi- IT ER CROP Ses REY A CE DERET
5. Verticilles composés, étalés .............. Mycotoruloïdes
Verticilles rudimentaires réduits à deux
blastospores, pseudo-mycélium très ramifié,
blastospores allongées, dominantes ...... Mycocandida 6. Pseudo-mycélium fragile, des blastospores
verticillées, des blastospores-arthrospores et
des conidies ; pas de voile sur l’eau de
pommes de terre ..s.,..ss.s.es......" Geotrichoïdes
Mycélium vrai, non fragile avant la désar-
ticulation ; des arthrospores, pas de blasto-
spores ; voile sur tous les milieux liquides . Geotrichum
CHapPiTRE Il
Considérations générales sur les Actinomycètes
Le genre Actinomyces Harz est incriminé dans un certain nombre d'infections cryptogamiques communes à l’homme et aux animaux et que l’on nomme Actinomycoses. L'étymologie du mot rappelle la disposition en étoile radiée de certains éléments du champignon isolé des lésions mêmes.
Nous rappelerons ici que c’est en 1845 que LANGENBECK en Allemagne a signalé une affection nouvelle causée chez les bœufs par un champignon microscopique. En 1857, LeBerT, en France, fait les mêmes constatations. Mais ces auteurs ne s’attachèrent pas particulièrement à l’étude des organismes parasites et il faut arriver en 1877 pour trouver les premiers travaux vraiment intéressants sur cette question. En effet, à cette époque BoLLiINGER (17) publia un mémoire qui fait époque. D’autres chercheurs s’adonnèrent à ces études et nous citerons BoSrROoEM (78) qui étudia la plupart des caractères morphologiques et biologiques relatifs à ce champignon ; il décrivit aussi la pathogénèse et l’étiologie de l'affection déterminée chez l’homme et les animaux. C'est Merscu- NIKOFF qui prouva que l’Actinomyces en question était un champignon inférieur se reproduisant par des arthrospores. En 1892, Rossi-Doria (79), Donec ainsi que SAUVAGEAU et Rapais (80) confirmèrent ces recherches ; dans un travail très documenté, les deux derniers auteurs font rentrer les champignons dénommés Actinomyces dans le genre décrit par Waliroth (81) en 1883 sous le terme d’Oospora.
«Les Actinomyces, disent SauvAGEAU et Rapais, sont des Oospora déformés par la vie parasitaire dans la profondeur des tissus ; les renflements claviformes que présentent les extrémités des filaments dans les lésions actinomycosiques et farciniques et surtout la précoce fragmentation du mycélium doivent être probablement considérés comme des moyens de défense du champignon contre l'organisme vivant au sein duquel il est plongé ».
SARTORY, après avoir pendant longtemps soutenu la dénomination d’Oospora déclare que, puisque la dénomination d’Actinomyces a prévalu dans le monde médical et qu’elle est employée le plus communément pour désigner ce genre de parasites, il est recommandable de la maintenir.
Sans citer tous les Actinomyces qui ont été décrits dans la littérature scientifique, rappelons les principaux: Nocarb (82) dans un travail fort complet publie l'étude de l’Actinomyces incriminé dans le farcin du bœuf, affection caractérisée par l’inflammation suppurative des vaisseaux et des ganglions lymphatiques
superficiels : la culture donne des éléments ayant la propriété de se ramifier et de produire des arthrospores. L’infection artificielle du cobaye et du mouton a donné des résultats positifs ; toutefois, un certain nombre d'animaux y sont réfractaires ; dans cet ordre d'idées, on peut citer le lapin, le chat, le cheval et l'âne.
Chez l’homme, dans deux cas Wozrr et IsRAËL (83) ont isolé l’Actinomyces Israeli dont les cultures s’obtiennent facilement à l'air, mais se produisent surtout dans la profondeur du milieu ; par la voie intrapéritonéale, ces auteurs ont reproduit des tumeurs, où ils ont pu isoler des grains actinomycosiques,
LianièRes et Srirz (84) isolèrent un Actinomyces ne présentant pas les caractères de l’Actinomyces du bœuf ; on peut aussi signaler l’Actinomyces de GiBson (85) isolé dans la rate d’une femme ictérique, l’Actinomyces Tozeuri trouvé dans un mycétome à grains noirs par Nicoze et Pinoy (86). L'Actinomyces Maduræ cause une affection connue sous le nom de pied de Madura, dans l'Inde ; étudié par ViNcENr (87).
Les recherches de RoGEr, SArRToRY et Borx (88) ont permis à ces auteurs de décrire un certain nombre de champignons du genre Actinomyces dans divers cas pathologiques. LAssERRE (89), à Toulouse, isole une espèce dans un cas d’ulcère pharyngé avec ulcération du plancher des fosses nasales et de la lèvre supérieure. A. Sarrory décrit chez un malade suspect de tuberculose pulmonaire un Actinomyces se présentant sous forme de petits filaments mycéliens munis parfois de légères ramifications ; cet organisme était acido-résistant tout comme le Bacille de Kocx et se laissait très difficilement cultiver. A, SARTORY et LASsEUR (g1) étudient l’Actinomyces bronchialis qui marque une prédilection pour la maltose. A. Sarrory et BaïLzy (92) isolent d’un cas de mycose pulmonaire en 1921, l’'Actinomyces catarrhalis. Dans un abcès du cerveau EPPINGER (93) en 1890 isole un Acitinomyces pathogène pour le cobaye et le lapin, l’Actinomyces astéroïdes dont une variété a été décrite dans une mycose osseuse par Ducroux (94), il s’agit de l’Actinomyces asteroïdes, variété serratus.
En 1932, ANronioLt (95) publie une étude très documentée où il relate ses recherches sur l’Actinomyces pulmonalis, variété gracilis. 11 isole en outre une nouvelle espèce à pigment rouge des glandes sous-maxillaires chez une fillette présentant une infiltration ganglionnaire avec périadénite ; il lui donne le nom d’Actinomyces Allenbachit.
Il y a un an environ, P. Moxar (96) publie une étude sur le cycle évolutif des Actinomyces dans les cultures et l'organisme animal et réussit à mettre en évidence le stade ultrafiltrable et les stades intermédiaires entre celui-ci et l’Actinomyces filamenteux se reproduisant par arthrospores,
Nous nous permettrons maintenant de donner quelques détails sur la place des Actinomyces dans la classification et d'envisager les divisions systématiques du groupement.
Ces parasites se classent dans le groupement des champignons imparfaits ou Fungi Imperfecti, Hyphomycètes, etc...
Nous adopterons la classification donnée par M. LANGERON qui distingue deux genres :
1) Le genre Actinomyces HArz 1877 comprenant des organismes anaérobies facultatifs dont le thalle est constitué par des filaments unicellulaires plus ou moins longs, ramifiés et dont les dimensions oscillent entre o w, 3 et 1 w, 2. Les filaments sont facilement colorés par les divers colorants usuels d’aniline et restent colorés quand on les soumet à la réaction de GRAM-. D'autre part, les spores se forment d’une façon tout à fait spéciale.
2) Le genre Actinobacillus de BRUMPT (1919) : les organismes se rangeant dans cette catégorie présentent dans leur évolution un phénomène de scissiparité très accusée qui les a fait quelquefois comparer à des Streplobacilles. D'autre part, ces organismes ne restent pas colorés par la méthode de Grau et ne sont nullement acido-résistants.
On divise les Actinomyces en deux sous-genres :
a) Les Euactinomyces avec la Section des Parasitici ;
b) Les Cohnistreplothrix.
Nous ne retiendrons dans notre exposé que les Euactinomyces, section des Parasitici one l’on subdivise en plusieurs soussections, tel que LANGERON l’admet :
1) Tout d’abord la sous-section des Majores qui renferme des champignons du genre Actinomyces faciles à cultiver sur les milieux usuels employés en Mycologie parasitaire ; au cours de leur évolution culturale, ils produisent sur les milieux solides des sortes d’efflorescences crétacées de couleur blanche. Microscopiquement, on peut constater les caractères suivants : les filaments qui forment le mycélium sont assez volumineux et généralement non acido-résistants. Les cultures dégagent presque toujours une odeur caractéristique de moisi. Au point de vue de leurs propriétés biochimiques, on doit retenir qu'ils liquéfient la gélatine et le sérum coagulé. Ils produisent des diastases capables de digérer lamidon ;
2) Vient ensuite la sous-section des Minores dont les représentants se cultivent assez facilement : une remarque intéressante ici : les cultures sur milieux solides ressemblent beaucoup aux cultures du Bacille de Kocn. Pas d’odeur caractéristique à signaler, Lorsqu’elles sont âgées, les colonies sont poudreuses et ternes. Les filaments se ramifient très rarement ; ces organismes sont très souvent acido-résistants. S'ils liquéfient un des deux milieux gélatine ou sérum coagulé quelquefois, ils ne liquéfient jamais les deux ensemble. Ils ne secrètent jamais de diastase et contrairement aux espèces appartenant au groupe précédent, ils végètent fort pauvrement sur le milieu de pommes de terre. Les Actinomyces faisant partie de la sous-section des Minores sont les plus pathogènes et sont capables de déterminer des lésions généralisées.
3) La dernière sous-section dite des Breviores comprend des espèces fort difficiles à cultiver, du moins sur les milieux habituellement utilisés. Le milieu qui paraît le plus favorable semble
le bouillon peptoné. Les colonies sont petites et souvent collées aux parois du tube ou localisées au fond du récipient de culture. Ces organismes ne dégagent pas d’odeur propre ; microscopiquement, ils se montrent sous la forme de courts articles ressemblant à des bactéries. Ils ne poussent pas sur la pomme de terre, ne secrètent pas de diastase et ne sont doués d'aucun pouvoir liquéliant vis-à-vis du sérum coagulé ou de la gélatine.
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CHAPITRE Î
Le diagnostic des mycoses par les méthodes de laboratoire
Avant d'entreprendre la description de notre cas de Blastomycose, nous croyons utile de relater ici les recherches entreprises par BENEDEK (97) et son école concernant un Blastomycète isolé chez l’homme.
Le Schizosaccharomyces hominis BENEDEK a été isolé par cet auteur, tout d’abord de différentes dermatoses ; en poursuivant ses travaux, il a cru pouvoir démontrer que ce champignon est un endoparasite habituel de l’homme ; ce fait a été prouvé au moyen de deux méthodes d'isolement à l’aide de la technique, utilisant un emplâtre à la cantharide ; le parasite peut être capté et caractérisé dans le contenu de la vésicule provoquée. Par ce procédé, le Schizosaccharomyces hominis a pu être cultivé dans 67 Z de cas ; il a en outre été trouvé dans go Z des cas par la méthode des frottis pratiqués au moyen de l’exsudat. On peut donc conclure que ce champignon est un hôte habituel de l’homme, et sa présence semble indépendante des lésions cutanées, La technique utilisant l’emplâtre à la cantharide permet l’enrichissement du Schizosaccharomyces circulant dans le sang pendant une période de 20 à 24 heures.
Afin de permettre l'isolement du parasite à tous les instants, l’auteur a imaginé la méthode de centrifugation en employant une solution de citrate de soude ayant la composition suivante :
Citrate dersoude creuset. 48 cute 0,6 Chlorure déisodiuns ei, HSE 0,9 Fauidistilée1QS 4; 0. un, ua 100
On introduit dans un tube à essai stérilisé ro ce de cette solution stérile et on y ajoute ro ce de sang veineux prélevé avec toutes les garanties d’une asepsie rigoureuse. Ce mélange est centrifugé aseptiquement. Les différentes recherches ont permis à ces auteurs de distinguer deux souches de Schizosaccharomyces
hominis, la première est appelée par eux type sang (Bluttype), l’autre est désignée sous le terme de type cutané (Hauttype).
La méthode de centrifugation a été employée dans 5 groupes de malades : 1) 19 cas de Pityriasis rosea ; 2) 35 cas de Pompholyx Hutchinson ; 3) 35 cas d’Eczéma séborrhéique Unna ; 4) 38 cas de Psoriasis vulgaire ; 5) 34 cas témoins.
Dans toutes ces expériences, le Schizosaccharomyces hominis a pu être isolé dans une très forte proportion de cas : 1) 78,9 A 2) 71%; 3) 60 Z ; 4) 54,3 % ; 5) 53 Ÿ. BeNenex conclut que les h premiers groupes sont caractérisés par une bactériémie manifeste du Schizosaccharomyces hominis, tandis que les cas témoins mentrent seulement une bactériémie latente.
Dans un travail ultérieur le même auteur et ses collaborateurs ont expérimenté un assez grand nombre de nouveaux cas, afin de mettre au point une méthode sérologique permettant de prouver le parasitisme constant de l’homme par ce cryptogame ; à cet effet, on s’est adressé à la réaction de fixation du complément et à la méthode d’agglutination de Wipaz et ABRAmI. Comme antigène BENEDEK et REINHARDT (98) utilisent le Schizosaccharomyces hominis même, différentes espèces de Cryptocoques et une culture de Bacillus subtilis servant de témoin.
Nous n'insisterons pas ici sur les caractères morphologiques et biologiques du Schizosaccharomyces hominis ni sur les expériences ayant trait au séro-diagnostic, car nous aurons l’occasion au cours de l’exposé de notre cas personnel d'y revenir afin de comparer ce microorganisme avec le parasite que nous avons isolé de notre mycétome.
Comme ces travaux sont assez critiqués et que les avis sur les mycoses en général et sur les mycoses osseuses en particulier sont partagés, nous avons avec notre Cher Maître, et ses collaborateurs, essayé de déterminer exactement la conduite à tenir par le praticien, quand il soupçonne une des ces affections.
Nous citons d’abord quelques faits constatés au cours de nos recherches bibliographiques et nous y joignons des indications verbales que le Docteur MARCEL MEYER *) nous a bien voulu communiquer, puisées dans son important dossier sur les mycoses osseuses.
Dans une note récente à la Société de Chirurgie, CHEVRIER (99) déclare que la culture des organismes mycosiques seule a une valeur pleinement affirmative, mais qu'elle ne vaut que pour le premier cas d’une série : «Quand on a cultivé une mycose dans un laboratoire, les mauvaises langues prétendent que les facilités de dissémination du champignon sont telles, qu'on en trouve partout pendant un certain temps », dit-il, et il ajoute : «Il n’y aurait pas seulement des années à champignons, suivant le mot de LENORMAND rapporté par MoURE, mais des laboratoires
*) Nous tenons à exprimer ici nos vifs remerciements à Monsieur le Docteur Marcel MEYER, Chef du Service d'Orthopédie, à la Faculté de Médecine de Strasbourg, pour l'aimable concours qu'il a bien voulu nous prêter, pendant tout le temps de nos travaux,
à champignons, sans que la bonne foi puisse d’ailleurs être mise en doute ». Nous verrons tout à l'heure ce que nous pensons à cet égard. CHEvVRIER déclare que quand l’éosinophilie est de 3 à 4%, on est en droit de penser à une parasitose ou à une mycose : c'est alors qu'on devra instaurer le traitement ioduré d’épreuve. « De plus, ajoute CHEVRIER, quand il y a lésion cutanée partiellement ou totalement cicatrisée, un aspect un peu spécial peut attirer l'attention vers une mycose. La cicatrice, au lieu d’être plate et lisse, présente comme des brides cicatricielles non scléreuses et de petite envergure sous lesquelles l’'épiderme de cicatrice s’enfonce en un petit cul-de-sac. »
RocnEer et GUÉRIN (100) signalent que «la nature actinomycosique de certaines affections osseuses est assez souvent méconnue pour qu'il y ait intérêt à attirer encore l'attention sur sa relative fréquence ». Les auteurs décrivent un cas pour lequel ils ont adressé du pus provenant des lésions à un laboratoire, lequel, après analyse, a répondu : présence de staphylocoques et de streptocoques. Quelque temps après les auteurs ont eu le bonheur de mettre en évidence dans le pus des grains actinomycosiques typiques. RocxERr et Guérin concluent : « Le diagnostic d’actinomycose osseuse est donc difficile. Plusieurs examens de laboratoire peuvent être négatifs. C2ci n’est pas une raison pour écarter définitivement l’idée de mycose ».
GLORIEUX a l'impression que l’on doit passer quelquefois à côté du diagnostic de mycose.
Le-Forr déclare que quand il voit un fait clinique qui milite . en faveur d’une actinomycose, et qu’il adresse des pièces au laboratoire, celui-ci lui répond : «négatif au point de vue mycose » ; lorsqu'il insiste, le laboratoire, après de nouvelles recherches, parfois prolongées, lui répond d’une manière affirmative en ce qui concerne l’actinomycose. Selon notre collègue : «les formes classiques sont très rares, la recherche est difficile, mais la maladie n'est pas rare ».
En 1885, V. Esmarscu, chirurgien éminent, formulait à propos de ces affections l’opinion suivante : «Si je regarde en arrière sur ma longue carrière de chirurgien, de nombreux cas me viennent à la mémoire, que j'interpréterai aujourd'hui comme des actinomycoses, d’après nos recherches actuelles et la connaissance que nous en avons, J'ai posé pour ces cas le diagnostic de phlegmons chroniques, de périostite chronique, d'ostéite fungueuse, de tuberculose, de pyémie spontanée ou chronique, de scrofulose, morve, angina Ludovici, etc... tous les malades ont été traités en se basant sur le diagnostic posé ; cependant au cours du traitement beaucoup de symptômes me semblèrent douteux. Dans ma collection d'images cliniques, je trouve mêrne aujourd’hui un grand nombre de maladies que j'interprète sans aucune hésitation comme des actinomycoses »,
Que l’on nous permette de citer aussi H. Noësske (101) qui, entre autres exprime une opinion parfaitement judicieuse ; «chez l’homme et les animaux, dit-il, l’actinomycose est très
répandue ; on peut trouver des cas de cette affection dans le monde entier. Les cas cités et la fréquence indiquée par les statistiques dans les différents pays ne correspond nullement à la réalité. Là où l’on dirige spécialement l'observation des celiniciens et des médecins sur l’actinomycose, on trouve toujours une fréquence extraordinaire de cette maladie. Ainsi en France, par exemple, l’actinomycose est considérée comme relativement rare ; malgré cela, un assez grand nombre de cas ont pu être observés et décrits par Poncer et son école ; la plupart des cas sont localisés aux environs de Lyon, région où s'exerce l’activité de Poncer. Si Tnomassen indique une abondance assez considérable d’actinomycose à Utrecht, ce fait est également en rapport avec le laboratoire de cet auteur qui se trouve à Utrecht. Dans les districts de Greifswald un grand nombre de cas ont été publiés, grâce aux recherches de HerrericH. De même on a trouvé une proportion élevée d’actinomycose dans les environs de Kiel, mais c'est dans cette ville que V. Esmarscx et son élève HEeLFERICH ont permis les diagnostics par leur laboratoire, À Breslau, c’est encore grâce à Parrscn qu’on mentionne une fréquence élevée d’actinomycose.
Par conséquent il est clair que le diagnostic d’actinomycose en particulier et de mycoses en général est intimement lié aux recherches de laboratoire ; il est nécessaire de prendre quelques précautions pour réussir l'isolement, la caractérisation et la détermination définitive du parasite cryptogamique d’un côté, ou pour mettre en relief l’origine mycosique de la maladie par l’emploi de techniques sérologiques ou de méthodes de diagnostic humorales. k
Eu égard à toutes ces raisons et aïin de fixer les principes de ces recherches, nous allons passer en revue les différentes méthodes que nous avons utilisées et auxquelles nous avons actuellement recours d’une manière constante pour l'établissement &'un diagnostic de mycose.
Il importe en premier lieu que le clinicien ou le chirurgien envoie le prélèvement aussi frais que possible au laboratoire avec la mention spéciale « Suspect de mycose ».
Nous avons pris l'habitude dans ces cas de diviser ce prélèvement (qu'il s'agisse de pus ou de débris osseux) immédiatement et d’une façon stérile en 5 parties qui sont destinées aux recherches suivantes :
1) Ensemencement pour recherches de Sporotrichose, Blastomycose ou toute autre mycose à mycélium filamenteux relativement d’un grand calibre ;
>) Ensemencement pour recherches d’Actinomycose ;
3) Ensemencement pour recherches en anaérobie ;
A) Examens directs par frottis ou en gouttes pendantes ;
5) Inoculation aux animaux.
Pour chaque ensemencement, nous préparons 4 tubes de milieu :
a) milieu de SaBourauD maltosé liquide (de pH=6,8) ;
b) milieu de Sasouraup maltosé solide (de pH=6,8) ;
c) milieu de jus de pomme de terre glycériné gélosé (de pH= 6,6) : d) le même milieu, mais ajusté au pH=7,2.
IL est indispensable avant tout de rappeler ici que le milieu liquide n'est favorable que pour la recherche des Actinomycoses ; pour tous les autres cas, les milieux solides sont de beaucoup préférables.
L’ensemencement relatif à la première série de recherches s'effectue toujours doublement pour les milieux solides, c’est-àdire que nous prélevons une première fois une ôüse de matériel (employé tel quel ou souvent dilué et trituré avec du sérum physiologique) que nous mettons au contact du liquide de condensation se trouvant dans le fond du tube incliné de milieu solide ; puis nous portons une seconde fois du matériel sur la paroi interne des tubes, donc directement sur le verre, à la face opposée au milieu. Les tubes sont alors disposés verticalement dans l’étuve à +37° où nous les laissons séjourner habituellement pendant les premières 48 heures. Cette technique est justifiée par deux raisOns :
L'ensemencement le long des parois du tube a été introduit dans la pratique du laboratoire par GouGeror (102), pour l’isolement des Sporotrichums. Dans nos différentes recherches sur ces parasites, cette méthode nous a toujours donné satisfaction ; en général, le diagnostic de laboratoire peut ainsi être établi déjà après 48 heures de culture par un simple examen microscopique à travers les parois du tube de culture, en employant un faible grossissement.
Nous tenons à citer ici quelques observations faites par A. et R. Sarrory, Hurscamrrr et J. Meyer lors de l'isolement d’un Sporotrichum d’un cas de bursite olécranienne (103). Les auteurs avaient employé la plus grande partie du matériel pathologique pour pratiquer des ensemencements sur les milieux les plus divers. Mais ceux-ci disposés aux différentes températures restèrent constamment stériles ; par contre, sur milieu de SABOURAUD glucosé à 3 7 et sur jus de pomme de terre glycériné gélosé acide, ensemencés d’après les techniques de GoUGERoT, en faisant couler l’émulsion de pus sur le milieu, le \‘ong des parois du tube, et disposés ensuite à +37°, ils constatent le 5° jour après l’ensemencement l'apparition d’une végétation constituée par de petites colonies d’un blanc pur. L'apparition de ces colonies était en relation intime avec l’aération des milieux, car les tubes fermés par un capuchon de caoutchouc restèrent stériles.
On doit donc suivre attentivement les différents milieux ensemencés, car la moindre négligence peut, comme on s’en rend facilement compte empêcher la réussite ; en général, l'isolement et la culture de ces champignons est assez facile à réaliser. Il en est tout autrement pour les actinomycoses comme on le verra plus tard.
L'ensemencement pratiqué au fond du tube dans le liquide de condensation est d’une importance capitale pour l’amorcement de la culture des mycoses levuriennes, des Périsporiacées, des Hémisporées.
A. et R. Sarrory, Hurscxmirr et J. MEYEr ont eu l’occasion, lors de l'étude d’un Debaryomyces pathogène (104), de constater l’avantage de ce procédé qui seul leur a permis d'isoler le parasite en question.
En effet, il faut retenir les faits suivants: Le milieu de SABOURAUD que l’on emploie est ordinairement préparé au moyen de 6 ou même 8 Ÿ de sucres, et on ajuste toujours à des pH=6,6 à 7,2, tandis que le milieu de SAsouraup initial est à des pH=4,7 à 4,9. Si les milieux sont récemment préparés et renferment par conséquent beaucoup d’eau de condensation, l’ensemencement au moyen d’une petite quantité de matériel pathologique ne donne la plupart du temps pas de culture. Au contraire si ces milieux sont déjà anciens et par conséquent très pauvres en eau de condensation, l’ensemencement reste aussi sans succès ; ceci parce que le matériel infectieux est ordinairement un liquide fibrineux qui coagule, sèche et empêche la germination des éléments cryptogamiques. Le fait est analogue si on pratique des ensemencements simplement sur la surface inclinée du milieu solide, disposé tout de suite dans sa position verticale.
Si malgré ces constatations faites à maintes reprises par les auteurs, et qui ont été vérifiées par des mycologues de valeur tels que BENEDEK (105), certains chercheurs peu initiés dans la science mycologique ont réussi à isoler une fois ou l’autre un parasite cryptogamique, ceci semble être dû à un hasard heureux, au fait qu'un milieu de SABOURAUD renfermant de l’eau de condensation a été utilisé, et qu on l’a ensemencé avec une quantité au moins égale ou même plus importante de matériel pathologique liquide. Dans ces cas, on n’a pas réalisé des cultures sur milieu gélosé, mais bien des cultures en milieu liquide (eau de condensation et liquide pathologique). Du fait que l’eau de condensation présente en général un pH fortement acide et que, d'autre part, les liquides humoraux possèdent une réaction faiblement alcaline, on arrive, en ajoutant une forte proportion de ces derniers, à créer un milieu à pH assez favorable pour l’amorcement de la culture et de plus, on réalise la dilution du matériel pathologique, absolument nécessaire pour mener à bien une culture du parasite, pour empêcher la coagulation et l’agglutination des éléments parasitaires.
Les trois facteurs qu'il importe de retenir sont donc les suivanis :
Premier cas : I1 n’y a plus d’eau de condensation dans le tube de milieu solide : la dilution du matériel pathologique ne peut pas s'effectuer, celui-ci se coagule et agglutine les germes.
Deuxième cas : Il y a trop d’eau de condensation et on ensemence avec trop peu de matériel pathologique ; la coagulation
ne s'effectue pas, mais la valeur du pH reste dans la zone acide, trop prononcée pour permettre l’amorcement de la culture.
Troisième cas : Par ensemencement unique de la surface du milieu gélosé, il n’y a pas de dilution du matériel pathologique, ni de modification de la valeur du pH vers l’alcalinité : aucune croissance n'est alors possible.
CAS PARTICULIER DES ACTINOMYCOSES
En ce qui concerne l'isolement de ces organismes, nous avons eu l'occasion d'étudier à ce point de vue les différentes techniques permettant un isolement sûr par la culture. Cet isolement, nous l'avons étudié selon que le matériel pathologique était constitué par des prélèvements de débris osseux ou encore de crachats prélevés après une hémoptysie importante,
Dans le premier cas il nous a été possible d'obtenir au moyen des particules osseuses des cultures pures d'emblée. Il était donc intéressant de pousser nos investigations plus loin, de manière à essayer d'élaborer une technique rigoureuse permettant lisolement facile des Aciinomyces en partant d’exsudats ou de pus provenant d’une inféction mixte et souillé par des bactéries banales. Les crachats que nous avions à notre disposition se prétaient très favorablement à ces recherches.
ANTONIOLI a pu isoler un Actinomyces provenant de crachats sanguinolents ; 1l a obtenu le parasite à l’état de pureté, par de nombreux repiquages sur milieu de SaABourAuD maltosé. L’auire espèce d’Actinomyces que le même auteur a isolé par ponction aseptique de la glande sous-maxillaire n’a pas évolué sur le milieu de SABouRAUD maltosé et ANToNIOLIr a dû essayer plusieurs autres substrats ; finalement, c'est sur milieu de jus de pomme de terre alcalin qu'il put cultiver son parasite avec succès.
Nous savons depuis les recherches d’IsRAËL et de Harz- Bosrroœm que la culture primaire à partir du matériel pathologique sur milieu artificiel est très difficile à réaliser. BosTrœM a ainsi effectué dans 11 cas d’actinomycose bovine des machoires, 700 ensemencements et n’a pu obtenir que 12 cultures positives. Parmi ces 12 cultures 7 seulement donnaient un diagnostic positif pour l’actinomycose.
Taiuss et Porrrowa remarquent que pour 10 à 20 tubes ensemencés, souvent un seul donne des colonies. Sarrory et MEYER ont pu isoler dans deux cas d’actinomycose sans grains le parasite grâce à la technique de Cazmerre. Lors de l'étude de ces cas, ils ont constaté les faits suivants : «L’ensemencement du matériel sur les milieux utilisés habituellement en microbiologie et suivant la technique normale, nous donne des cultures constamment négatives. Nos tentatives de culture n'ont réussi que par l'emploi de la technique citée par CALMETTE pour l'isolement du bacille tuberculeux en culture directe, à partir des organes malades ; le matériel pathologique prélevé aseptiquement est broyé et étalé sur la paroi du tube de culture. Après un court séjour à l'étuve pour faire adhérer les tissus au verre, ces tubes sont remplis
d'un mélange à parties égales de sérum sanguin et de milieu liquide de Sasouraup maltosé glycériné. Nous avons alors obtenu, après 15 jours ou un mois de séjour à l’étuve à +37°, la formation de petites colonies réparties sur les parois du tube, ressemblant aux granulations miliaires de la tuberculose. L'examen microscopique montre des chainettes longues formées par des filaments fortement fragmentés, tout-à-fait comparables aux arthrospores des Actinomyces. Ces éléments se distinguent des chaînettes streptococciques par la taille plus élevée et la présence de ramifications. Sur ces milieux d'isolement, le parasite ne montre jamais un autre aspect, Par des repiquages successifs sur des milieux de SABouRAUD maltosé solide, on arrive à faire évoluer l'organisme vers la forme filamenteuse habituelle des Actinomyces. »
L’isolement à partir d’un prélèvement d'une infection mixte souillée par des Staphylocoques, Streptocoques, Sarcines, Bacillus mesentericus ou d’autres bâtonnets est encore plus compliqué, car la plupart de ces germes évoluent sur les substrats artiliciels d’une façon plus luxuriante que les Actinomyces, et la culture de ces derniers est alors envahie et inhibée par les bactéries associées.
Comme milieu de culture, nous avons constaté que les chercheurs emploient le bouillon ordinaire, le bouillon glycériné, le bouillon glycériné à l’extrait de viande, le bouillon à l'extrait de foie, le bouillon gélatiné, gélosé, le sérum coagulé, le milieu de pomme de terre. Souvent on opère en milieu liquide isolé de l’air par une couche d'huile de paraffine. En France, on utilise le plus souvent le milieu de SABouRAuD maltosé ou glucosé ou aussi la gélose de SAUTON. En Allemagne, la culture en boîtes de Perri sur un milieu gélosé au sang-pyrogallate a été expérimentée. Wozrr et ISRAËL ont, dans quelques cas, eu recours à l'ensemencement à l’intérieur de l’œuf de poule ou de pigeon.
Nous avons pu trouver dans la littérature un certain nombre d'essais ont été effectués pour faciliter la croissance des cultures d’Actinomyces à partir des prélèvements pathologiques et pour supprimer l’envahissement des milieux par des microorganismes de nature banale ou provenant d’une infection secondaire.
Ainsi Leroux a élaboré une technique pour accroître la vitalité des Actinomyces et empêcher la croissance des microorganismes secondaires. Il emploie la gélose glucosée de VEILLON additionnée de quelques gouttes «d'extrait globulaire ».
La solution de lessive de soude ou de potasse employée avec succès pour l'isolement des parasites des teignes a été expérimentée à cet effet, mais les Actinomyces sont trop sensibles visà-vis de ces réactifs qui empêchent toute croissance.
G. SEIFERT a Cru résoudre le problème par l'emploi d’antiformine, mais toutes les recherches ont prouvé que les Aclinomyces sont incapables de résister contre l’action antiseptique de ce produit. Ces expériences ont surtout été menées par
Knorr (107). HELTZER (108) sur le travail duquel il nous faudra revenir, à donné la technique suivante : il mélange une partie du prélèvement (crachat) avec 2 parties de glycérine en agitant fortement. Puis il laisse reposer le mélange pendant 24 heures à l’étuve à +37° et il ensemence sur milieu gélosé.
Triuss et Porrrowa ont contrôlé cette méthode qu'ils ont modifiée légèrement ; ils ont obtenu des résultats très satisfaisants. Après le séjour à l’étuve pendant 24 heures du mélange exsudat-glycérine, ils ensemencent sur bouillon de viande peptoné gélosé en boîte de PErRI pour obtenir des cultures en plaques.
Dorp (109) a pensé que l'addition d’urée au milieu nutritif pourrait faciliter la poussée des Actinomyces. FELLINGER (110) à essayé d'obtenir l'isolement des Actinomyces dans les prélèvements des infections mixtes au moyen de l'acide sulfurique ; cette méthode est adaptée à la technique de LOŒwENSTEIN et SUMIYOSKI pour l'isolement du Bacille tuberculeux.
L'acide sulfurique a été employé pour la première fois pour tuer la flore bactérienne de pus tuberculeux souillé, par Bossar et Panpy en 1922. Mais la technique a été réellement expérimentée et justifiée par les recherches en série de LOWENSTEIN et SuMIxosxi, Ces auteurs emploient de l'acide sulfurique à 15 7 que l'on mélange à parties égales avec le pus à examiner, puis on lave le résidu à deux reprises au moyen de sérum physiologique. Hon a modifié légèrement la technique en ne favant qu'une fois au moyen de sérum physiologique ou même en supprimant complètement ce lavage.
Knorr a recommandé cette méthode pour isoler les Aclinomyces du matériel pathologique en employant de l'acide sulfurique à densité — 1060.
Nous avons, au cours de nos travaux, eu l’occasion d’effectuer des recherches au moyen de différentes souches et espèces d’Actinomyces, afin d'examiner le pouvoir d’acido-résistance visà-vis des différentes concentrations en acide sulfurique. Nos expériences ont été pratiquées au moyen d’émulsions de cultures d’Actinomyces dans du sérum physiologique. Les différentes espèces employées provenaient de la mycothèque Sarroryx et renfermaient soit des organismes repiqués depuis quelques années par réensemencements successifs, donc très probablement dépourvus de toute virulence ou doués d’un pouvoir pathologique très faible, soit de parasites récemment isolés de lésions humaines.
Toutes les souches soumises à l'épreuve ont supporté le traitement au moyen d'acide sulfurique à 5 Ÿ ; sans aucun retard de croissance. Les Actinomyces virulents ou récemment isolés ont sans dommages résisté à l’action de l'acide sulfurique à 10 %. Dans l’ensemble, nous avons pu constater que tous les organismes utilisés peuvent facilement supporter un traitement au moyen d'acide sulfurique à 7 %.
Nous voyons donc que si les Actinomyces en suspension aqueuse ont un pouvoir acido-résistant allant jusqu'à 10 7, les
champignons parasiles se trouvant dans les pus ou les prélèvements pathologiques, contenant toujours une forte concentration de matières protidiques, de fibrine et de tissus conjonctif, doivent sûrement supporter facilement des doses d’acide sulfurique plus fortes, car la protection par les éléments cytologiques du pus s'y manifeste plus énergiquement qu’en solution saline seule.
Notre technique pour l’étude du matériel pathologique à été établie de la façon suivante : On ensemence d’abord un tube de bouillon gélosé et un tube de sérum de cheval coagulé pour déterminer après 24 heures la flore de l'infection mixte et des saprophytes. En effet, les bactéries des groupes : Sarcine, Bacillus subtilis, Staphylocoques exigent des concentrations en acide sulfurique plus élevées, pour empêcher leur croissance, que celles des groupes : Streptocoques, Pneumocoques, Pseudodiphtériques.
Après avoir déterminé ces agents de l'infection mixte, nous employons de l'acide sulfurique, soit à 87, soit à 157 ; nous mélangeons avec toutes les précautions d’asepsie, à parties égales, le prélèvement mycosique avec l'acide sulfurique et nous laissons en contact à 37° pendant b minutes. De cette façon, nous diluons l’acide sulfurique de moitié et nous avons par exemple pour le cas de l'infection mixte à Staphylocoques une concentration à 7,5% en acide sulfurique ; pour le cas d’une infection mixte à Streptocoques une concentration à 4%.
Après ce temps de séjour à l’étuve, nous centrifugeons le tout pendant 5 minutes. Nous décantons le liquide surnageant et nous lavons le culot à deux reprises à l’aide d’une solution physiologique à 0,77 et nous diluons avec la même solution saline une troisième fois. Nous ajustons, s'il est nécessaire, le pH à 7,2 au moyen d’une solution stérile de soude N/r00 et nous ensemençons nos différents milieux ci-dessus mentionnés au moyen de cette émulsion.
Il est important de faire ces opérations au moyen de la totalité du pus ou du prélèvement osseux et de ne pas sélectionner des grains ou d’autres éléments suspects pour les soumettre séparément à l’action de l'acide sulfurique.
En ce qui concerne l’ensemencement des milieux, il faut suivre les règles que nous avons indiquées pour les Blastomycètes et utiliser des milieux à base de maltose.
Quelques auteurs tels que Dosrar (111) et FELLINGER recommandent l'addition de Saponine MErCk (1 à 27) aux milieux maltosés qui doit favoriser la croissance des Actinomyces. Ce dernier auteur a même élaboré un milieu à l'œuf d’après les principes de LOEWENSTEIN pour le bacille de Kocu. Mais nous croyons qu'il n’est pas nécessaire, pour la pratique courante, d'employer des substrats de composition et de préparation très minutieuses, car les milieux de SasouraUp liquides ou solides, modifiés suivant nos indications précédentes, nous ont toujours donné entière satisfaction.
Nous récapitulons donc :
a) Ensemencement d’un milieu gélosé au bouillon et d’un
milieu de sérum de cheval coagulé ;
b) Préparation d’un mélange d’une partie de prélèvement et
d’une partie d'acide sulfurique à 8 ou 15% ;
c) Placer à l’étuve à 37° pendant 5 minutes ;
d) Centrifuger pendant 5 minutes ;
e) Fumer et laver deux fois avec du sérum physiologique
does
f) Diluer le résidu avec un peu de sérum physiologique et
amener au pH=7,2 à l’aide de Soude N/100 ;
g) Ensemencer les milieux maltosés liquides et solides au
moyen de l’émulsion saline.
Deux séries de milieux sont nécessaires, l’une pour la culture en aérobie à +37°, l’autre pour la culture en anaérobie à +37°. Nous avons employé avec beaucoup de satisfaction un petit appareil pour la culture en anaérobie, que nous nous permettons de décrire succinctement ici. Il a d’ailleurs été imaginé par TRAUT- WEIN (112) et peut être facilement construit pour une somme modique. Le principe de cette méthode est celui d'EMMERLING qui a recours au pyrogallate de potasse avec toutefois la modification donnée par ZEISSLER par l'emploi d’un vide relativement faible au début.
On emploie un verre de conserves d'environ 24 em de hauteur et 14 cm. de diamètre ; on y introduit un petit panier en fil de fer employé couramment dans les laboratoires de bactériologie qui sert de support aux boîtes de PETRI ou aux tubes de culture, À ce panier, on fixe une petite vénule ouverte de 30 cc dans laquelle on a disposé 15 cc de lessive de potasse. La vénule est munie de son bouchon dépourvu au préalable du tube coudé servant habituellement de soupape et de support de l'aiguille. A la place de celui-ci, on fixe un autre tube en forme d’U dont une branche plonge profondément dans la lessive de potasse et l’autre branche reste libre à l’extérieur de la vénule. Le bout de cette branche a été effilé par étirement au-dessus du bec BUNSEN.
On fixe en outre sur le panier-support un petit manomètre en forme d'U également de 30 mm de hauteur. Ce tube fermé d’un côté est rempli de mercure jusqu’à demi-hauteur. La graduation se fait arbitrairement sur une feuille de papier placée au niveau du tube manomètre.
Dans le fond et au milieu du verre à conserves, on place un petit verre de montre à plan convexe dans lequel on met de l’acide pyrogallique. Le panier contenant les tubes de culture ensemencés est disposé alors dans le verre à conserves, On place deux anneaux de caoutchouc sur le bord ouvert du vase et on ferme le tout au moyen du couvercle. Puis on aspire par l'intermédiaire d’un embout effilé adapté à la trompe à eau, l'air contenu dans le vase en appuyant légèrement avec la main sur le couvercle. On fait ainsi un vide relatif qu’on peut contrôler à l’aide du manomètre. Si la pression à l’intérieur du dispositif est devenue stable, on retire d’un coup sec l’embout disposé entre
les deux anneaux de caoutchouc et le vide se maintient à l'intérieur. La lessive de potasse commence à monter dans le tube en U et bientôt des gouttelettes s’écoulent par le bout effilé dans le fond du vase. Si on incline alors le récipient légèrement à droite et à gauche, la lessive de potasse vient au contact de l'acide pyrogallique et il se forme du pyrogallate de potassium. L'oxygène restant dans le récipient est ainsi absorbé, ce que l’on peut facilement contrôler par une nouvelle montée du manomètre.
Nous avons toujours introduit dans notre appareil un tube ouvert rempli d’eau distillée ; celui-ci empêche la dessication des milieux de culture ; on peut aussi placer l'appareil renfermant les cultures dans l’étuve à + 37° ct suivre facilement et la constance du vide et la croissance des cultures.
Ce petit appareil très facile à réaliser peut rendre de grands services pour l'isolement des Actinomyces anaérobies provenant de prélèvements osseux.
Nous croyons ainsi avoir exposé l’ensemble des techniques de cultures pour l'isolement des champignons inférieurs à partir de pus ou d’autres prélèvements pathologiques.
TECHNIQUES POUR L'EXAMEN DIRECT PAR FROTTIS OÙ EN GOUTTE PENDANTE
Nous tenons à citer tout d’abord ici quelques techniques indiquées par différents auteurs pour la recherche des actinomycoses.
Dor étale le pus en couche mince sans l’écraser, sur une lame de verre poli, pour mettre les grains en évidence, ce qui est délicat, lorsqu'ils sont rares. Après les avoir ainsi mis en évidence, on les place sur une autre lame où on les écrase et où on les colore par la méthode de GRAM.
GAUCHER, CoM8E et Gasrou (113) conseillent par contre de ne pas écraser le pus, de le fixer seulement par la chaleur, puis de pratiquer la coloration au Lugol.
CoLEBRoOK (114) place une petite quantité de pus dans un tube à essai rempli d’eau à moitié. Il bouche au moyen d’un bouchon stérile et il agite vigoureusement. Les éléments du pus sont ainsi réduits en petites particules ; les grains actinomycosiques qui résistent à l'agitation apparaissent à la lumière sous forme de corps opaques sphériques, crémeux et se localisent dans le fond du tube. L'école de Sarrory n'attache cependant aucune importance à la recherche des grains.
Quand il s’agit d’un pus bien lié, la préparation du frottis doit toujours être effectuée directement. Il importe cependant de fixer les frottis d’une façon plus énergique que l’on a coutume de le faire pour les préparations bactériologiques.
Nous avons pratiqué la fixation de la façon suivante : on étale le frottis, on le laisse bien sécher ; puis on ajoute sur la lame quelques gouttes d'alcool à 95° ; on attend deux minutes, puis on passe le frottis sur la flamme de BUNSEN sans avoir peur d’en-
flammer les traces d'alcool qui le recouvrent encore, On colore alors par la méthode de Gram, de Zieuz-NEELSsEN et de Scuu- MACHER. Le plus souvent cependant, on ne dispose pas de pus bien homogène se prêtant favorablement à la confection de frottis ou bien on a affaire à des prélèvements osseux.
Deux méthodes s'imposent dans ces cas :
La technique d'enrichissement au moyen de l'acide sulfurique décrite antérieurement et la préparation de frottis à partir du résidu sulfurique. Nous tenons à faire remarquer que la méthode d'homogénéisation à l’antiformine ne nous a jamais donné un résultat favorable.
L'emploi de l’acide sulfurique ne se prêtant cependant qu'à la recherche des Actinomycoses, nous préférons la méthode élaborée par Sarrory et MEYER décrite dans les Annales de l'Institut Pasteur (115) qui consiste dans les opérations suivantes : « On étale le matériel en l’écrasant sur une lame ; on fixe, on dégraisse et on décalcifie dans la solution suivante :
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On laisse en contact pendant 24 heures dans une boîte de Petri couverte, on neutralise ensuite et on ramollit par la potasse à 207 à froid jusqu'à éclaicissement. On lave à l’eau, on passe dans une solution d’acide acétique pour enlever l’excès de potasse. On colore par la méthode de GRam.
L'examen microscopique doit être effectué sur plusieurs lames ; la recherche doit être pratiquée avec persévérance, car les champignons sont souvent très rares ou masqués par des masses de fibrine ou des germes secondaires.
Pour les mycoses à Sporotrichum ou les Saccharomrycétées on trouvera toujours les forines levuriennes ou sporulées, sphériques ou naviculées, assez faciles à reconnaître si on possède un peu d'expérience sur la question.
Pour les Hémisporoses, on prendra garde aux éléments en forme de marguerites.
Souvent on trouvera aussi dans ces mycoses des formes pectinées ou des chlamydospores et des filaments rudimentaires ou fortement cloisonnés.
En ce qui concerne les Actinomycoses, on peut rencontrer des filaments mycéliens très minces, fractionnés ou enchevêtrés et ramifiés. Les formes en massues, en tire-bouchon, en cornes de cerf peuvent être présentes. Mais le diagnostic le plus délicat se présente si on a affaire à une Actinomycose atypique à forme pseudostreptococcique, à stade arthrosporé pur ou aux éléments ultrafiltrables tels que les ont étudiés ANroNIoLI et MonaL.
Contentons-nous de rappeler deux cas d’Actinomycoses ‘du . . . Fr « Æ 0 1?
maxillaire inférieur où Sarrory et MEYER ont trouvé à l'examen
direct uniquement de rares éléments cocciformes intracellulaires ou extracellulaires, disposés en petites chaînettes de 2 à 8 éléments et mesurant 1 w de diamètre et plus, ne rappelant à première vue rien d’une actinomycose. Les éléments sont cependant de taille variable et les chaînetles sont fortement cohérentes, de sorte que même le broyage ne les disioque pas.
On voit donc que cet examen direct est quelquefois délicat et long, cependant avec un peu d'expérience, on arrive assez facilement à différencier microscopiquement les mycoses des maladies bactériennes. |
Quant à l'examen histologique, sans vouloir entrer dans les détails de ces recherches, qui sortent du cadre de ce travail et de notre compétence nous appelons cependant l'attention sur deux faits qui ont été décrits par SArrory et Meyer pour les prélèvements mycosiques osseux. Nous tenons à citer ici ces indications qui permettent de différencier histologiquement les lésions mycosiques des lésions tuberculeuses.
Voici la description de la structure d’un nodule sporotrichosique observé par ces auteurs. L'examen histologique des prélèvements pathologiques a été effectué suivant la technique classique en colorant, soit par l’hématoxyline-éosine-safran, soit par la méthode de GRAM.
L'examen microscopique de ces coupes montre dans l'os décalcifié de nombreux foyers d’hémorragie et de nécrose. Les nodules sont formés en général par quelques petites trames conjonctives et quelques parties lamelleuses de l’os en voie de résorption. Autour de ces lamelles osseuses et des trames conjonctives on voit des magmas assez denses formés par des masses fortement colorées, GRAM-positives, auxquelles sont accolés de petits corpuscules allongés, fusiformes, qui présentent des spores naviculées très intimement unies aux massues. Ces spores ont exactement la même forme que celles décrites précédemment lors de l'examen des microcultures., Dans les coupes, ces éléments se colorent d’une façon très intense par la méthode de Gram et se différencient ainsi par leur cyanophilie très marquée des massues et des éléments tissulaires. Ges formes parasitaires plus ou moins dispersées dans les nodules ou accolées aux lamelles osseuses sont entremêlées avec des polynucléaires et des gros noyaux des cellules conjonctives. Le tout représente un nodule d'infection mycosique qui s’est formé dans le tissu osseux avec de nombreux lacs d’hémorragie. Il y a érosion et destruction de la travée osseuse qui persiste encore.
D'autre part, Sarrory et Meyer donnent le tableau histologique suivant permettant une différenciation entre les mycoses osseuses et les ostéites banales. En ce qui concerne l'interprétation histologique, les confusions avec les affections syphilitiques, tuberculeuses et cancéreuses et les ostéites cocciques sont à craindre à première vue, mais un examen attentif des préparations saura les éviter. Ainsi que l’a déjà mentionné CARAvEN (116) pour l’hémisporose, il y a ostéite à la fois raréfiante et hypertrophiante et
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nodulite fibrocelluiaire ; la coque compacte de la diaphyse est peu enflammée, la moelle osseuse intradiaphysaire est en réaction inflammatoire cellulaire. Dans le cas de sporotrichose décrit par Mari et GOUGEROT (117), l'examen histologique présente des aspects identiques.
Dans l'étude des cas d’hémisporoses, Sarrory et MEYER ont pu remarquer que les couches osseuses avaient subi une forte réaction fibreuse. On rencontre de place en place de petits amas formés d’infiltrations de cellules géantes et de polynucléaires englobés dans un tissu conjonctif jeune. Le tout est entouré d’une zone concentrique de tissu sclérosé très dense où l’on trouve de très rares cellules géantes. Ce sont ces anneaux sclérosés qui forment une coque très résistante constituant un tissu de formation récente développé aux dépens du périoste au fur et à mesure que la partie centrale est résorbée par l’action du parasite. Les bourgeons de cette capsule poussant vers le centre de l’os, donnent souvent à la coupe un aspect caverneux.
Dans un autre cas, l'examen histologique des sporotrichoses osseuses a donné un aspect simulant un chondrosarcome ; les débris cartilagineux souvent hyperchromatiques existent en nombre considérable ; d’autre part, on constate dans le tissu conjonctif à côté des îlots cartilagineux des infiltrations formées par des cellules d'aspect macrophagique à noyau souvent monstrueux disposé de préférence autour des vaisseaux; parmi ces éléments, on trouve ça et là des cellules épithélioïdes et de très rares cellules géantes. Ce sont probablement des phénomènes réactionnels qui ont été déclanchés par la présence du champignon. Si l’on réussit à déceler l’élément parasitaire dans les préparations histologiques, la lésion se présente ordinairement sous un aspect de circonférence, le centre est formé par des éléments mycosiques plus ou moins agrégés ou libres, entourés d’une large zone de polynucléaires et de macrophages ; un deuxième cercle est composé par des éléments de l’inflammation chronique. Cette structure histologique surtout caractéristique pour les nodules actinomycosiques se retrouve avec la même disposition cellulaire dans la plupart des cas de mycoses observées par nous. Nous trouvons au centre du nodule les éléments parasitaires qui sont entourés d’une zone d'infiltration épaisse formée par un assemblage de leucocytes et de lymphocytes. On remarque surtout des polynucléaires à noyaux polymorphes ; les cellules géantes sont toujours très rares et doivent être considérées comme des cellules macrophages de corps étrangers. Autour de ce foyer d’inflammation, on constate une zone de tissu granuleux qui résulte de la prolifération du tissu conjonctivo-vasculaire et qui est composée principalement de fibroblastes et de cellules fusiformes, tandis que les leucocytes et les lymphocytes sont en décroissance.
Une zone périphérique forme une sorte de capsule autour du foyer d’inflammation qui renferme du tissu conjonctif et des fibres collagènes en grand nombre. Nous insistons donc sur le
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fait que les cellules épithélioïdes augmentent d'autant plus que l’on se rapproche de la périphérie, alors que les éléments leucocytaires et lymphocytaires diminuent ; ce fait est aussi Caractéristique pour nos cas d’hémisporoses et de sporotrichoses ainsi que pour les blastomycoses et les actinomycoses en général. La structure histologique des microabcès inflammatoires mycosiques se distingue donc nettement du nodule tuberculeux. Tandis que dans le tubercule les cellules épithélioïdes se trouvent en nombre élevé dans le centre du nodule et les cellules Ilÿymphocytaires et leucocytaires logent vers les parties périphériques, nous constatons dans ces cas de mycoses un arrangement cellulaire inversement dirigé et rappelant étroitement la disposition typique et classique du nodule actinomycosique.
D'autre part, les phénomènes inflammatoires très prononcés qui se rencontrent ordinairement dans les cas où il s'agit de mycoses, servent de caractères différentiels vis-à-vis d'une tumeur néoplasique et aident à orienter le diagnostic.
La syphilis est, d'autre part, facilement éliminable, étant donné la présence constante de très nombreux polynucléaires à noyaux polymorphes dans les lésions mycosiques. On voit donc que l’on peut par l'examen histologique, pratiqué dans un cas peu avancé de la maladie osseuse, fixer le diagnostic ou du moins l’orienter sérieusement.
Il faut observer encore dans les inflammations chroniques nodulaires ressemblant dans leur ensemble à la tuberculose, le mode de nécrose tout différend de celui de la tuberculose. La gazéification est ici remplacée par de la nécrose fibrinoïde ou, dans les lésions jeunes, par une désintégration putriforme.
Après avoir ainsi exposé les techniques employées pour le diagnostic par l’examen microscopique direct des mycoses, il nous reste à mentionner les expériences sur les animaux au moyen du matériel pathologique.
De nos expériences effectuées à ce sujet, nous pouvons tout d’abord conclure que les animaux les plus réceptifs pour les mycoses, en général, sont sans aucun doute la souris et le rat. Cependant, ici les actinomycoses font exception, Ge fait semble ressortir de tous les travaux que nous avons étudiés à ce sujet. Nous retenons en premier lieu les recherches de HELZER poursuivies à l’aide de son Actinomyces provenant d’un cas pulmonaire. Cet auteur a pu, dans ses belles recherches expérimentales, montrer que par l'inoculation intramusculaire, intrapéritonéale ou intraveineuse apparaissent des affections nodulaires, rappelant macroscopiquement les tuberculoïdes, mais présentant l’aspect microscopique d’un abcès avec présence de nombreuses cellules oxyphiles caractéristiques. Quelques nodules, principalement dans les poumons et le péritoine, affectent strictement la forme de grains d’Actinomyces, sans toutefois montrer aucune massue. Si Nosske dans ses recherches expérimentales n’a pas réussi à reproduire des grains typiques, nous connaissons aujourd’hui, grâce aux travaux d’Anrontozr, de P. Monar, les con-
ditions nécessaires pour la réalisation des symptômes chez l’animal. Un certain nombre d'expériences personnelles ont été effectuées par nous à ce sujet,
Nous tenons à apporter ici les conclusions de P. Moxaz sur ce point :
. 1) L’Actinomyces provenant de cultures pures ou isolé de lésions humaines à évolution bénignes est capable de passer à travers les parois de l’ultrafiltre de collodion implanté dans l’animal ;
2) Les animaux de premier et deuxième passage ne manifestent aucun symptôme caractéristique d’une affection actinomycosique ;
3) L’Actinomyces confère par un 3" passage sur l'animal à celui-ci une actinomycose atypique, le parasite revêt la forme amorphe de symplaste ou pseudodiphtérique, GRAm-négative et il est strictement anaérobie ,
4) L'inoculation par voie sous-cutanée du matériel pathologique atypique peut conférer au cobaye de quatrième passage une actinomycose typique à grains et massues.
On voit donc que le passage sur l'animal est absolument nécessaire pour reproduire les formes classiques de la maladie. D'autre part, on se rend compte qu'il n’est pas indifférent pour la formation des grains, de considérer à quel stade évolutif cet Actinomyces est expérimenté. Nous avons en effet pu montrer qu'il existe une dissociation actinomycétique, de même qu'il existe une dissociation tuberculeuse.
D'autre part, en collaboration avec SARTORY et MEYER, il nous a été donné d'isoler pour la première fois un Blastomycète d’un cas de mycétome ; ce parasite a permis de mettre en évidence des grains $blastomycétiques avec massues, absolument comparables aux grains actinomycétiques.
Nous voyons donc que tous les champignons inférieurs peuvent in vivo affecter des formes semblables, mais que leur formation et leur reproduction expérimentale dépendent de facteurs variables que nous avons à peine entrevus et que la suite de nos travaux permettra peut-être un jour d’élucider plus clairement.
Si la reproduction expérimentale des symptômes classiques de ces mycoses est souvent très difficile, et permet d'émettre des doutes sur l’exactitude des résultats microscopiques et culturaux. nous avons des moyens de diagnostic et de contrôle plus efficaces en nous adressant aux examens sérologiques :
La sporo-agglutination d’après la technique de Wipar et Agrami en employant deux souches différentes de champignons parasites, dont l’un sera toujours le Rhinocladium (Sporotrichum) Beurmanni et l’autre, suivant les nécessités : l’Actinomyces bovis, d'Hemispora stellata ou une Saccharomycétée pathogène nous à toujours fourni des résultats concordants avec les faits cliniques. Pour la technique de la sporo-agglutination, nous retenons les faits suivants : Le Rhinocladium Beurmanni doit être contrôlé
préalablement au moyen d’un sang malade sûrement atteint de mycose, car n'oublions pas qu'il existe des souches de Rhinocladium Beurmanni qui ne sont pas agglutinables. D’autres souches sont agglutinées spontanément au moyen de sérum normaux. On doit donc avant tout connaître la souche en expérience.
Nous utilisons la technique macroscopique de Winaz en employant des tubes à hémolyse et une émulsion de spores filtrées de concentration faible et bien homogène.
La technique microscopique indiquée par Moure (118), ne nous à pas satisfait.
La réaction de déviation du complément est aussi à la portée du médecin ; on utilise comme antigène les deux cultures précitées, âgées de 4 semaines à la dose de o,r cc et le sérum du malade à 0,1 cc.
Nous nous permettons de rapporter ici la technique de À. ReinHarpr (98) que l’auteur emploie dans ses recherches concernant les Blastomycoses: on inactive le sérum pendant r heure à 56°. On prépare les antigènes de la façon suivante : on lave au moyen de sérum physiologique des cultures fraîches et luxuriantes. Puis on émulsionne finement par agitation les éléments cryptogamiques. Si l'agitation ne suffit pas pour atteindre ce but, on triture stérilement dans un mortier en verre. De cette façon, on peut préparer à partir de chaque tube de culture une quantité comprise entre ro et 20 cc d’antigène. On place ensuite les émulsions de spores pendant plusieurs jours à l'étuve à +37° et éventuellement à +60°. On ajoute alors de l'acide phénique à 0,57 ; on laisse déposer et on emploie le liquide surnageant comme antigène. Le faible trouble qui apparaît par la suite au moment de la dilution ne nuit pas et disparaît après l'addition du mélange sang-ambocepteur dans le cas d’une réaction négative. Les antigènes ainsi préparés demeurent stables et se conservent bien quelques mois comme plusieurs expériences de contrôle nous l'ont prouvé. Par une conservation prolongée, les antigènes semblent mürir.
Le contrôle des antigènes s'effectue par le même procédé employé pour le contrôle des antigènes au cours de la réaction de BorDpEeT-GENGOU-WAssSERMANN ; on expérimente les antigènes concentrés en les diluant progressivement avec le complément à 10% et on établit des concentrations décroissantes par rapport au système hémolytique.
Pour la réaction définitive, on emploie la dose qui ne présente avec la dilution d’alexine de 10 à 4%, plus aucune résistance hémolytique. Il faut donc faire appel à la dose limite hémolytique.
La dose d'antigène ainsi déterminée est employée dans l'analyse proprement dite avec un volume fixe de sérum (0,05 cc au /, de dose) et des concentrations décroissantes d’alexine 10, 8, 6, 47. On place le mélange Antigène-Sérum-Alexine à l’étuve à +37° pendant 1 heure 4. Puis on ajoute le système hémolytique. On lit les résultats après 30 minutes de séjour à l'étuve: on
contrôle par examen après r heure et 2 heures. Les antigènes seront vériliés au moyen d’un sérum normal et d’un sérum syphilitique pour chaque réaction.
Nous avons préparé à l’aide d’un procédé spécial des antigènes stables et plus actifs que nous avons utilisé dans nos recherches et qui nous a permis d'établir par la réaction de déviation du complément suivant BorpEr-WaAssERMANN d’un côté, suivant Hecur de l’autre des diagnostics spécifiques par rapport à la tuberculose et à la diphtérie.
Pour éviter les réactions non spécifiques des sérums de malades ayant un B-W. positif, nous les avons traités préalablement au moyen d'un chauffage d’inactivation plus élevé allant parfois jusqu'à + 60°. Nous avons employé des doses décroissantes d’antigène, du sérum de malade pur et dilué par le sérum physiologique à 3 et l’alexine fraîche de cobaye diluée à 1/15 ou au 1/20. Le mélange antigène-sérum-alexine reste de 1 heure & à 4 heures à l'étuve.
L'emploi de sérum dilué du malade est nécessaire pour éviter des réactions non spécifiques de tuberculose. SarTrory et MEYER pratiquent, avec les mêmes antigènes, la réaction de HEcxr très sensible pour les mycoses.
Il ne nous reste plus qu’à citer la méthode de cuti-réaction spécilique et d’intradermoréaction que Sarrory et MEYER ont employée dans quelques cas avec une toxine mycosique préparée comme suit :
Il s’agit d’une préparation comportant un mélange de produits toxiques solubles intra et extra-cellulaires : nous adoptons une fois le Rhinocladium Beurmanni, une autre fois un organisme cryptogamique spécifique si possible. On emploie des cultures âgées de 4 semaines sur un milieu de bouillon renfermant 1% de peptones. À ce moment, on ajoute au milieu 87% de glycérine stérilisée et on évapore sans trop de hâte les cultures au B. M. à +95° ; dans ces conditions, on extrait par la concentration progressive de la glycérine les endotoxines mycosiques, Cet extrait sirupeux est pesé et on y ajoute une solution d'acide chlorhydrique à 17 en laissant en contact environ 20 heures à +37° ; on centrifuge l'émulsion ; on neutralise au moyen de soude et on pratique une distillation dans le vide en recueillant le distillat dans 3 à 4 cc. d’acide sulfurique. Cette solution renfermant les toxines endo- et exo-cellulaires est amenée par addition de soude à un pH de 7,2 et sert dans la pratique au diagnostic des infections mycosiques.
Les manifestations que les auteurs ont pu noter par l'emploi de l’intradermoréaction sont les suivantes : 2 à 4 heures après l’application du produit, le malade ressent une sensation de fatigue, la température monte de 36,9° à 38,7° ou 39,2° dans les premières 12 heures. Le lendemain, la température est encore légèrement en augmentation pour revenir par la suite à la normale,
De plus, il se forme au lieu d'application une papule de couleur rouge qui s’étale pour former une nodosité de 1 à 2 cm. de diamètre. Cette manifestation persiste pendant 3 ou 4 jours pour disparaître ensuite sans laisser de trace. La contre-épreuve pratiquée chez des sujets sains a revêtu un caractère constamment négatif.
Nous avons ainsi exposé les méthodes de laboratoires mises à la disposition du médecin et du chirurgien.
Nous sommes d'accord avec M. Cnevrier, quand il déclare que la culture et l'étude complète des organismes mycosiques seules ont une valeur pleinement affirmative, mais nous ne pouvons le suivre lorsqu'il dit : « Les mauvaises langues prétendent que les facilités de dissémination du champignon sont telles qu'on en trouve partout pendant un certain temps ; il n’y aurait pas seulement des années à champignons, suivant le mot de LENOK- MAND rapporté par Moure, mais des laboratoires à champignons ». Nous ne voudrions pas insister sur ces paroles, prononcées, nous le croyons, un peu à la légère. Il ne faut pas voir des champignons partout, mais il faut savoir les déceler lorsqu'ils existent. Au cours de leurs recherches sur les mycoses, SARIORY et MEYER ont déclaré qu’il ne leur a jamais été donné d'isoler deux fois de suite le même parasite ; la plupart du temps, au contraire, les organismes pathogènes mycosiques qu’ils isolent sont très différents les uns des autres ; de plus, ils ne possèdent pas, durant les premiers repiquages, des caractères bien fixés et demandent pour prendre leur aspect définitif et typique un certain nombre de passages sur les milieux de culture. S'il s'agissait de germes provenant de l’atmosphère ou de l'ambiance du laboratoire, ceuxci prendraient, à coup sûr, rapidement leurs caractères définitifs et ne se montreraient pas déformés et altérés par le parasitisme. Ce seraient toujours les mêmes germes que l’on isolerait et nous dirons même que, si par hasard nous débouchons intentionnellement au laboratoire des tubes de milieux de culture, de manière à provoquer un ensemencement spontané de ceux-ci, ce sont toujours des moisissures banales qui poussent et qui ne tardent pas à envahir complètement le milieu ; ces germes sont des saprophytes et ne montrent pas de caractères pathogènes. Nous attirons l'attention d’autre part sur ce fait que les champignons pathogènes sont, pour la plupart, des champignons délicats qui ne supportent pas la présence de saprophytes sur les milieux où on les cultive ; généralement, en effet, les saprophytes prennent le dessus rapidement, les étouffent et les font mourir.
Il ressort de toutes ces recherches entreprises par les auteurs cités au cours de ce travail et de nos expériences personnelles que l'isolement des champignons inférieurs provoquant des mycoses n’est pas chose facile ; qu’il nécessite non pas une technique, mais des techniques appropriées à la recherche de tel ou tel agent mycosique. Pourquoi voudrions-nous créer un milieu «idéal », pourquoi espérerions-nous que Mucorinées, Saccharomycétées, Sporotrichées, Hémisporées, Actinomycétées poussent
ou végètent sur le même substrat ? Essayons un peu de choisir le liquide de RauziN, le bouillon ordinaire, les milieux solides usuels : presque toujours nos résultats seront négatifs. N'avonsnous pas des bactéries qui ne poussent que sur des milieux spécialement composés. Les champignons inférieurs et surtout les Actinomyces sont des êtres fragiles et très capricieux. Et puis, il n’y a pas que le milieu : une technique précise est nécessaire ; c’est pourquoi nous nous sommes décidé à publier celle de l’école de Sartory emploie, profitant ainsi des dernières découvertes de la sérologie et de la biologie. Nous espérons ainsi rendre plus. facile l'isolement des agents mycosiques, croyant être utile à la fois à l’homme de laboratoire et au clinicien.
CHapirRe Il
Etude d’un Schizosaccharomyces nouveau isolé d’une scaphoïdite tarsienne chez un enfant
Le cas que nous décrivons ici nous a été donné par le Docteur Marcel MEYER, auquel nous exprimons ici nos vifs remerclements.
Nous donnons ci-dessous les observations cliniques de la malade, telles que M. Meyer nous les a fournies.
Observations : W. Monique, 3 ans, pas d’antécédents pathologiques, avait commencé subitement à boiter en mars 1933, en se plaignant d’une douleur à la face interne du pied gauche. Celui-ci montrait, en dehors d’une douleur à la pression sur le scaphoïde et à l’appui du pied sur le sol, un léger gonflement de la région douloureuse. La peau était complètement indemne.
La radiographie du pied gauche comparée à celle du pied droit révélait des altérations nettes du scaphoïde, avec intégrité de tous les autres os du pied. L’os était aminci, réduit au tiers de son volume primitif, aplati en galette. Il montrait des contours irréguliers, dentelés avec des encoches et présentait une forte condensation d'aspect métallique. La trabéculation avait disparu. À l’intérieur de l'os, on voyait deux vacuoles claires. Le diagnostic était celui de «scaphoïdite tarsienne des jeunes enfants » (Fig. 1 et 2) et la jambe fut immobilisée dans un pansement plâtré pendant trois mois. Lorsque l'appareil plâtré fut enlevé au début du mois de juillet, le pied baignait dans le pus. C’est alors que l'enfant nous fut amenée.
Le pied montrait l'aspect classique de «pied de Madura » tel qu’il figure dans les traités ; de consistance dure et élastique, globuleux, tuméfié, il avait presque doublé en épaisseur ; la plante, au lieu d’être concave, était convexe et les doigts ne pouvaient plus reposer sur le sol. Plusieurs petites tumeurs ulcérées, dont une se trouvait dans la région sous-malléolaire interne, une autre sur le dos, une troisième au milieu de la plante du pied, donnaient issue à un pus jaunâtre et épais (fig. 3).
Ce cas a été décrit d’après l'aspect de la première radiographie par le Docteur Sicez (119). Cet auteur rappelle les faits historiques suivants :
KonLer, de Wiesbaden, qui a publié le premier cas de scaphoïdile en 1908, invoque une anomalie de développement. La théorie de Scuurze et STRUMME, qui pensent à une fracture par compression, est abandonnée actuellement. LECÈNE et MoucHerT
sont d'avis qu'il s’agit dans la plupart des cas d’un processus d’ostéomyélite atténuée d'une épiphysite de croissance, maladie analogue à l'ostéochondrite de la hanche, à l’épiphysite tibiale antérieure, à la maladie du Il. métlatarsien (la maladie de KOHLER) et à la maladie de KreNBoœcKk de l’os semi-lunaire.
D'autres auteurs (NOVÉ-JossERAND, SORREL et DELAHAYE) ont présenté des cas de scaphoïde fistulée de nature tuberculeuse. En 1930, MOUCHET apportait à la Société de Chirurgie un cas indiscutable d’ostéite post-typhique du scaphoïde chez une fillette de 4 ans et demi. LERICHE a attiré l'attention sur les phénomènes de décalcitication locale dont la cause première nous échappe. Malgré le grand nombre de cas de scaphoïdite tarsienne publiés, nous ne savons rien de précis sur l’origine de cette maladie.
A la suite, Moucuer et RŒDERER ont pris l'habitude de désigner une affection dont KoœuLer de Wiesbaden avait publié au Congrès allemand de Radiographie de 1908 les premiers cas, sous le nom de «scaphoïdite tarsienne des jeunes enfants ».
Cette affection, telle que la comprenait KoœuLer et telle qu'elle a été étudiée en France par FroœLIcH, Moucner et ROEDE- RER, Moreau et d’autres, est une entité clinique parfaitement définie, les sujets sont des enfants jeunes, bien portants, dépourvus d’antécédents héréditaires spéciaux, qui, sans cause apparente, se plaignent de douleurs dans le pied, boitent un peu et présentent une douleur à la pression du scaphoïde.
Les radiographies montrent un changement de forme, de volume et d'architecture du scaphoïde tout-à-fait spécial et qui ne ressemble à aucun des aspects radiographiques de cet os, connus jusque là. Les radiographies ultérieures permettent de constater que le scaphoïde reprend progressivement une apparence normale. (MoucHEer et ROEDERER).
Ces communications furent suivies d'un certain nombre de publications de cas analogues. Mais, peu à peu, les auteurs ne se rendant plus compte qu'il s'agissait d’une entité nosologique, publièrent sous le nom de « Maladie de KOŒHLER » des cas d’ostéite du scaphoïde tarsien qui montraient au début une image radiologique identique à celle des cas précités, mais dont l’évolution ultérieure était complètement différente.
C'est ainsi que, sous le nom de scaphoïdite tarsienne, on retrouve dans la littérature un certain nombre de tuberculoses du scaphoïde qui, ayant montré au début une condensation osseuse et un rapetissement de l’os atteint, évoluèrent par la suite comme toute autre ostéite tuberculeuse, formant des fistules, des abcès, amenant une destruction de l’os, ce qui les distingue nettement de l'affection décrite par KoœnLer, dont la particularité est précisément de ne pas former d’abcès et de reprendre son aspect normal.
Il est donc impossible de poser ce diagnostic sur la vue d'une seule radiographie ; seule une série d'examens radiographiques faits à une certaine distance les uns des autres permettra de poser le diagnostic avec certitude.
Au lieu d'affirmer avec Moucner que « la radiographie, c'est tout », nous pensons qu'il est plus juste de dire que tout est dans l’évolution des lésions radiographiques, comme l’a exprimé M. MEYER.
La malade dont l'observation a été donnée ci-dessus est précisément un de ces cas publiés prématurément comme maladie de KOEHLER.
C’est pour ces raisons que l’on a suivi l’évolution de la maladie par des radiographies successives. L'image radiographique, lorsque l'appareil plâtré fut enlevé au mois de juillet, correspondait à celle qui avait été faite trois mois auparavant, mais tous les os du tarse et du métatarse montraient en plus une décalcification uniforme très nette. Les parties molles apparaissaient bien plus opaques au pied malade qu'au pied sain, elles donnaient à toute l’image un aspect embrumé qui délimitait bien toute la tumeur.
L'image radiographique montre donc toujours les changements anatomiques et structuraux constatés antérieurement, mais les os du tarse et du métatarse sont complètement décalcifiés.
ETUDE BACTÉRIOLOGIQUE
L'examen bactériologique des prélèvements osseux nous a donné les caractères suivants :
Nous trouvons à l’examen direct des éléments très réfringents ovalaires, plus ou moins arrondis quelquefois, leur dimension est variable, Ces corpuscules sont inclus dans des cellules géantes, nous avons pu nous en rendre compte par la coloration panoptique de PAPPENHEIM ; dans certains cas, ils sont libres dans le magma cellulaire formé par des hématies, des leucocytes et des ostéocytes.
Par la méthode de GRAM et au moyen du bleu de LO@ŒFFLER, on constate que ces éléments (petits grains) présentent une partie centrale réfringente entourée d’une masse granuleuse. Ces inclusions cytologiques sont formées de cellules fortement GRAM positives, entourées d’une double membrane ; le tout est englobé par une sorte de capsule périphérique de diamètre variable formant des massues minuscules rayonnantes (fig. 7).
Ces capsules se trouvent autour des corpuscules renfermés dans les macrophages et autour de ceux qui se rencontrent libres dans le liquide sanguinolent.
RECHERCHES CULTURALES ET ISOLEMENT DU PARASITE
Pour isoler le parasite constaté à l'examen direct, nous avons eu recours aux techniques décrites dans le chapitre précédent.
Nous avons effectué entre autres des cultures au milieu de SABOURAUD maltosé et jus de pomme de terre gélosé de pH=5,8 ; la température de culture a été fixée à +37° en aérobiose et en
bo
anaérobiose. D’autres milieux ensemencés en même temps, mais ajustés aux pH=6,8 et 7,2 n’ont donné aucune culture en partant du prélèvement pathologique. Les deux milieux précités ont fourni des cultures positives déjà après 48 heures de séjour à Ad?
Nous notons des colonies très petites, de couleur jaune brunâtre. Le quatrième jour de culture, les colonies atteignent déjà un diamètre de 10 à 12 mm. ; elles sont fortement mamelonnées avec des rayons centrifuges périphériques. L'ensemble du voile qui se forme dans les premiers jours rappelle un peu l'aspect d'une vieille culture de Bacillus megaterium de Bary.
Le parasite ainsi isolé et cultivé sur les deux milieux de choix a été ensuite facilement accoutumé aux différents autres milieux employés habituellement en Bactériologie.
Sur bouillon de viande, il forme un dépôt épais, muqueux, d'un gris crémeux, À la surface du milieu apparaît tardivement un voile grêle qui est cependant fortement adhérent aux bords des tubes de culture, où il forme un anneau gris sale.
Sur jus de pomme de terre liquide, nous obtenons les mêmes résultats, mais le voile est plus épais et ne se déchire pas, à moins d'imprimer de fortes secousses au tube ; il se reforme ensuite de nouveau.
Sur pomme de terre, on obtient des colonies humides, glaireuses qui deviennent rapidement confluentes pour former après 4 jours un tapis épais, plus ou moins mamelonné, d’une couleur jaune-crémeux,
Sur gélose au bouillon, les colonies restent chétives, de 4 à 5 mm. de diamètre, avec un centre légèrement surélevé et une périphérie nettement rayonnante à la loupe.
Sur gélose glycérinée, le développement est plus accéléré et les colonies forment vers le 7° jour une couche mince, confluente.
PROPRIÉTÉS BIOLOGIQUES
Sur bouillon gélatiné, à la température du laboratoire, la croissance en est assez bonne, de petites colonies blanches, arrondies, sèches, apparaisent après 24 heures de culture, mais la gélatine ne se liquéfie pas.
Sur sérum de cheval coagulé, les colonies sont chétives, transparentes, presque hyalines ; pas de liquéfaction.
Sur lait, le développemant est excessivement luxuriant avec formation de présure et de caséase.
En général, les cultures se développent activement à la température du laboratoire et à 37°.
La concentration en ions H optima pour notre espèce est réalisée par un pH compris entre 5,8 et 6,4.
La croissance est possible en anaérobie.
ÉTUDE MICROSCOPIQUE
L'examen microscopique d'une culture sur milieu de jus de pomme de terre gélosé nous a donné les résultats suivants :
On observe le plus souvent des cellules ovales ou elliptiques allongées ou en forme de boudin, réunies souvent en courtes chaînettes. Les dimensions moyennes sont de 1 à 2 w sur 3 à 5,5 w; les longueurs extrêmes sont de 2,55 w à 10 Toutes ces cellules sont capables de se multiplier par division ; le plus souvent on constate la formation d’une petite cellule unique qui s’allonge ensuite pour donner une cellule-fille qui reste pendant longtemps attachée à la cellule-mère, C'est ainsi qu'il se forme des filaments irréguliers rappelant par leur faible taille des filaments de champignons arthrosporés (lig. 8). Les cellules plus âgées présentent par la coloration de Gram ou de LœrFLErR une double membrane formée de deux couches nettement délimitées, dont l’extérieure est ornée de petites pointes irrégulières faisant saillie à la périphérie (fig. 9). Il ne peut pas s’agir d’une contraction de la cellule à la suite de la préparation du frottis, car on constate ces granulations sur toute la surface de la cellule qui semble ainsi ornée de stries concentriques ou de réseaux ponctués. À part ces cellules en chaînettes ou isolées, nous notons la présence de sortes de chlamydospores de dimensions plus grandes et munies d’une double membrane assez épaisse. Ces formes apparaissent seulement dans les cultures âgées de 2 à {4 semaines et plus.
Les cellules allongées, isolées ou en chaïînettes, divisent dans les mêmes cultures disposées à + 37° leur contenu cytologique et on voit alors par la méthode de GRAM apparaître des éléments endogènes au nombre de 2 ou de 4 ou de 8. Le triple colorant de GUEGUEN ou la méthode de ScHUHMACHER permettent d’assimiler ces formations à des ascospores qui deviennent libres et peuvent germer. Ces éléments sont en demi-lunes creuses à membrane chromophile, lisse, très épaisse. Le cytoplasme est par
Ghlamvdospores re 3à 4,0 u sur3à8 w
Dimensions des cellules jeunes 1à2,9 u surbà8 y » » » isolées 283,5 u sur 3à8 pu
Ascospores hu Ai au RIT. Et 0,5 Aer
Dans aucun milieu, nous n'avons vu apparaître les formations corpusculaires avec leur contenu granuleux, tel qu’on a pu les observer lors des examens directs du prélèvement pathologique.
PATHOLOGIE EXPÉRIMENTALE
Les cultures isolées sur milieu de jus de pomme de terre ont été faiblement pathogènes pour le lapin ; l'injection intrapéritonéale détermine une péritonite plastique avec exsudat purulent, dans lequel nous retrouvons les éléments levuriens encapsulés. L'injection sous-cutanée à la dose de o,r gr. produit chez le lapin
des nodules inflammatoires ou bien se résorbe simplement sans nuire à la vitalité de l’animal. En injection intraveineuse, notre organisme provoque à la dose de o,o1 gr. la mort du lapin en 5 à 7 jours avec amaigrissement, diarrhée et gonflement intestinal. Dans les poumons et les foies, on retrouve le champignon nu, dépourvu de capsule.
La souris est très sensible aux toxines de ce parasite et meurt par une injection sous-cutanée de 0,01 gr. au bout de 2 à 3 jours avec les mêmes symptômes intestinaux ; le cobaye s'est montré réfractaire à l'injection de o,1 gr. dans la veine jugulaire.
Le 4 janvier 1934, nous avons reçu les prélèvements d’une mastoïdite provenant de la même malade. Nous y avons constaté microscopiquement et par les cultures les mêmes éléments encapsulés donnant par la suite les formes végétatives que nous avons décrites.
Nous rangeons cet organisme dans la famille des Saccharomycétées ; le genre Schizosaccharomyces Liber, d’après ces propriétés morphologiques et biologiques.
SERODIAGNOSTIC
A. Agglutination :
La sporo-agglutination a été pratiquée au moyen d’une culture de Rhinocladium Beurmanni, dont le pouvoir agglutinant était connu. On emploie une culture âgée d’erviron 2 mois. Nous avons prélevé aseptiquement quelques doses de la culture, que nous avons trituré au moyen de sérum physiologique stérilisé dans un mortier en verre, afin d'obtenir une suspension homogène. Celle-ci est filtrée sur un filtre préalablement mouillé. Les spores passent ainsi à travers le filtre et le filtrat est examiné au microscope (oculaire 4, objectif 6 ou 8) pour l’'énumération approximative. On dilue au fur et à mesure le filtrat pour obtenir une émulsion contenant 130 à 160 spores par champ microscopique.
La dilution des spores ainsi préparée, le sérum de notre malade a été ensuite réparti dans des tubes à hémolyse aux doses suivantes :
XIX gout. d’émulsion +1 gout. de sérum non dilué=Dil. 1/20 XVI gout. d’émulsion +4 gout, de sérum dilué à 1/10=Dil. 1/50 XVIII gout. d’émulsion +2 gout. de sérum dilué à 1/10=Dil. 1/100 XIX gout. d’émulsion +1 gout. de sérum dilué à 1/10=Dil. 1/200 XVIII gout. d’émulsion +2 gout. de sérum dilué à 1/40=Dil. 1/400 XIX gout. d’émulsion +1 gout. de sérum dilué à 1/40—Dil. 1/800 XX gout. d’émulsion servant de témoin.
On agite alors avec précaution les tubes et on place le tout à l’étuve à +37° pendant 1 heure.
L'examen microscopique nous a déjà permis d’apercevoir dans les 4 premiers tubes des grumeaux se déposant au fond du tube, visibles à l’œil nu.
RATER ONE
L'examen microscopique d’une goutte de chacune des dilutions nous a permis de vérifier nos constatations antérieures. Le sérum de notre malade agglutine donc les spores du Rhinocladium Beurmanni pour des dilutions de 1/20, 1/50, 1/100 et 1/200, tandis que l’agglutination restait négative pour des dilutions à 1/400 et plus.
Le tube témoin a confirmé l'exactitude de notre technique et de nos manipulations.
Nous pouvons donc conclure que l’agglutination au moyen du sérum de notre malade était positive.
B. Fixation du Complément :
La technique que nous avons employée était celle de Gaz- METTE préconisée pour la réaction de fixation du complément dans la syphilis.
Comme antigène, nous avons utilisé dans une série d'analyses les spores de notre organisme, tel que nous l'avons décrit antérieurement, suivant la technique de BENEDEK-REINHARDT. Mais cet antigène ne nous a pas donné satisfaction.
Nous avons alors préparé un extrait levurien de notre organisme de la façon suivante :
La culture a été placée dans un ballon. Nous avons pratiqué une macération pendant 8 heures au moyen d’un mélange à parties égales d'alcool et d’acétone. Puis on épuise par distillation au réfrigérant ascendant pendant 2 heures.
On centrifuge ensuite et on décante ; le mélange alcoolacétone est placé à la glacière pendant 4 à 6 heures,
Le résidu est ensuite repris dans de la pyridine et on épuise de nouveau au réfrigérant ascendant pendant 2 heures. On enlève la pyridine par distillation.
Le résidu est repris au moyen d’eau distillée dans les proportions de 0,2 gr. #, auquel nous ajoutons 0,2 gr. de cholesterol. C'est cet extrait purifié de notre organisme qui nous a donné des résultats spécifiques pour notre sérum de malade et des cobayes infectés. Des sangs tuberculeux et syphilitiques n’occasionnaient pas de déviation du complément en présence de cet antigène.
Comme complément, nous avons employé le sang de cobaye frais dilué au 1/15 ou au 1/20.
TRAITEMENT
Nos constatations bactériologiques ont aussi été confirmées par les faits thérapeutiques. A la suite de nos analyses et du diagnostic de laboratoire démontrant une infection mycosique indubitable, le Docteur Marcel Meyer a dirigé son traitement médical dans ce sens.
Le traitement consistait en doses élevées de Iodogénol (60 gouttes par jour), irradiations quotidiennes de rayons U. V. et pansements salins humides pendant la nuit. Sous l'influence de
ce traitement, les plaies se nettoyèrent très vite, la congestion des tissus mous diminua, l'écoulement de pus cessa peu à peu et nous n'hésitions pas à permettre à l'enfant un séjour de quelques semaines à la campagne. Au début, l’état des plaies était excellent, elles commençaient déjà à se fermer, lorsque subitement le pied recommença à enfler et à devenir douloureux. L'enfant nous fut ramenée au début du mois de septembre et la radiographie faite à cette date montra une condensation osseuse très marquée du deuxième métatarsien. Tandis que les autres os du pied étaient décalcifiés, ce métatarsien avait augmenté de volume, il était fusiforme, le périoste se dessinait des deux côtés comme deux traînées d'os condensé de la largeur d’un millimètre.
Le traitement à la lampe de quartz calma bientôt ce nouveau foyer et tout semblait rentrer dans l’ordre, lorsque subitement à Noël, l'enfant fit une mastoïdite aiguë avec poussée fiévreuse qui nécessita l’'évidement petro-mastoïdien. L'os était ramolli, mais on ne trouva pas de pus franc. La culture des débris osseux donna le même parasite que celui retrouvé dans le pus du pied. La guérison fut obtenue en quelques semaines et en même temps les plaies du pied s'étaient cicatrisées.
Depuis le mois de mars 1934, l'enfant est complètement rétablie. Elle marche normalement. Le pied est posé en planovalgus, pas enflé, les cicatrices fermes et indolores (fig. 4). La radiographie montre encore la condensation osseuse du deuxième métatarsien, le scaphoïde a complètement disparu, la tête de l’astragale touche directement le premier et dexième cunéiforme. Il persiste encore une légère « brume » par suite de la densité plus grande des tissus mous (fig. 5 et 6).
Ce cas est intéressant à plusieurs points de vue.
1. En premier lieu, il confirme la règle de pathologie générale qu'une même lésion — en l'occurrence la condensation osseuse du scaphoïde tarsien — peut être due à des causes différentes. On la retrouve à la suite- d’un traumatisme, d’ostéomyélite atténuée d'infection tuberculeuse. La voici produite par une infection mycosique.
Malgré une première image radiographique des plus caractéristiques, ce cas ne doit pas être rangé parmi les « scaphoïdites tarsiennes des jeunes enfants », les « maladies de KŒuLER ». En effet, cette affection montre une évolution clinique très distincte et bien précisée par les travaux de MoucnerT et ROEDERER, que nous ne retrouvons pas dans notre cas.
Tandis que l'affection classique est une maladie bénigne, ne produisant aucune fistule, dans laquelle après un temps plus ou moins long l’image normale ou peu changée du scaphoïde réapparaît à la radiographie, on assiste dans notre cas à une destruction complète de l’os avec fistulisation, Tandis que dans l’affection classique les tissus mous ne sont pas lésés, notre cas montrait une infection très prononcée de tous les tissus.
Il s'agissait donc non d’une scaphoïdite tarsienne des jeunes enfants, mais d’une ostéïte du scaphoïde tarsien chez un enfant.
>. Notre observation offre un deuxième intérêt en raison de la nature de l’ostéite et de son évolution.
En effet, les cas de mycétomes du pied sont assez rares en Europe. Dans les cas classiques, ils se développent à la suite d’un traumatisme du pied, d'une épine qui, en pénétrant dans la plante du pied, fournit une porte d’entrée au parasite. Dans notre Cas, l'origine de l'affection est restée inconnue, la peau étant complètement indemne et aucun traumatisme n'ayant précédé le début des phénomènes douloureux.
Le deuxième foyer dans le métatarsien s’est développé de façon classique, l’ostéite primitive localisée au scaphoïde s’étendant par contact direct de proche en proche à travers les tissus mous, et a infecté le périoste du deuxième métatarsien formant une périostite engainante et condensante qui a été décrite par de nombreux auteurs.
En ce qui concrne le troisième foyer qui s’est manifesté sous forme de mastoïdite, son mode d'infection est tout-à-fait différent. Il ne peut s’être produit que par la voie sanguine.
Il est d’ailleurs possible qu’un premier foyer resté inconnu malgré toutes nos investigations ait infecté par la même voie, et le scaphoïde et le processus mastoïdien. Cette dernière. localisation paraît assez rare, nous n’avons pu retrouver dans la littérature aucune autre observation de mastoïdite mycosique.
3. En ce qui concerne le traitement, le résultat montre que si l'action combinée des Rayons U. V. et du traitement iodé interne à doses assez élevées pour un enfant a pu finalement juguler l'infection, il a dû être continué pendant un temps assez prolongé et n'a pu empêcher au début la propagation de l'infection et la formation de nouveaux foyers. Cette constatation se trouve d’ailleurs confirmée par une récente communication du Professeur OMBREDANNE à la Société de Chirurgie.
CHapPiTRrEe {Il
Etude d’un Actinomyces nouveau isolé d’une Actinomycose généralisée chez un jeune homme
Ce cas que nous avons pu étudier au point de vue botanique et expérimental appartient au Docteur ALLENBAcH et à Mlle le Dr. Zimmer de l’Hospice Stéphanie de Strasbourg qui ont eu l'amabilité de mettre à notre disposition le matériel pathologique et les observations cliniques. Nous leur exprimons ici notre vive gratitude.
Le malade, L. Aloyse, un garçon de 16 ans, est un travailleur qui est occupé dans les mines, Il ne présente rien de particulier dans ses antécédents héréditaires.
L’affection actuelle débute par une «soi-disant » entorse du cou de pied gauche en juin 1931. Les douleurs ne se calment pas par la suite et il existe une enflure qui ne cède pas au traitement habituel,
En janvier 1932, on immobilise le pied dans un plâtre, puis, étant donné l’évolution de l’affection et la progression des lésions, on fait admettre le malade à l’Hospice Stéphanie pour tuberculose du pied. Le malade est donc soumis au traitement des médecins susnommés, fin février 1932.
A son entrée à l’hôpital, le jeune homme présente un très mauvais état général. Les symptômes locaux sont les suivants : l'articulation tibiotarsienne et la région astragalienne sont fortement tuméfiées et très douloureuses. La peau n’est pas altérée.
Les organes internes ne présentent à ce moment rien de particulier. La réaction de déviation du complément et les réactions de floculat ont donné des résultats négatifs en ce qui concerne la syphilis.
La cuti-réaction de PrRQUET est positive, mais la sédimentation se montre sensiblement normale.
C'est dans ces conditions que les Docteurs ALLENBACH et Zimmer effectuent le curettage du pied et, en outre, d’un abcès sous-cutané qui s'était formé à la partie antérieure du thorax. Les deux curettages ont été recueillis séparément et mis à notre disposition.
Nous avons, d'après les principes émis antérieurement et élaborés dans les laboratoires de notre Cher Maître, réparti ces prélèvements en cinq lots destinés à la recherche du Bacille de Kocx d'un côté, des mycoses de l’autre.
Nous mentionnerons de suite que ni l'examen direct, ni l’inoculation au cobaye n'ont fourni la moindre indication positive pour le bacille de Kocx.
Les cultures effectuées pour la recherche des Sporotrichées et des agents des Blastomycoses restèrent de même stériles.
Les prélèvements traités au moyen de l'acide sulfurique à la concentration de 8% et ensemencés sur milieux maltosés liquides placés à +37° nous ont permis d'isoler un organisme rentrant dans le groupe des Microsiphonées, dont nous exposerons maintenant l’étude.
Action pathogène : Nous avons jugé utile d'examiner en première ligne l’action pathogène de l’organisme ; ces expériences devaient nous renseigner sur les propriétés parasitaires réelles de notre champignon et sur l'absence du Bacille de Kocx. On a utilisé à cet effet les prélèvements du curettage du pied et du crachat. Le tout a été pour chaque cas traité afin d'obtenir une émulsion aussi homogène que possible dans du sérum physiologique.
Quatre cobayes ont été employés dont deux furent inoculés par voie sous-cutanée au moyen de 4 cc. chaque fois. Les deux autres animaux ont reçu par injection chacun 2 cc. d’émulsion pathologique.
Les deux animaux soumis à l'épreuve sous-cutanée n’ont présenté aucun symptôme de maladie. Il en a été tout autrement pour les deux autres.
L'animal N° 3 a présenté à partir de la 24° heure des signes de prostration avec des tremblements nerveux. Il ne mangeait guère et il a succombé le 8° jour après l'injection mycosique, après avoir subi un amaigrissement extrême. À l’autopsie, nous avons pu constater au niveau du point d’inoculation, sur l’abdomen du côté gauche, un abcès de la grosseur d’une pièce de 1 fr. Celui-ci renfermait un pus séro-hémorragique présentant une odeur putride, fungique assez prononcée.
Les organes internes de l'abdomen, tels que rate, foie, reins et tube digestif ne manifestent aucun signe pathologique. Le système lymphatique, à part une adénopathie peu prononcée au niveau du train postérieur, n’était pas hypertrophié. Les poumons, par contre, étaient parsemés de petits nodules de la grandeur d’une tête d’épingle ; les plus petits avaient l’apparence d’un grain microscopique, L'ensemble présentait l'aspect d'une granulie tuberculeuse.
Les frottis que nous avons effectués à l’aide des prélèvements pulmonaires nous ont permis de constater au moyen de la méthode de Gram et de la technique panoptique de PAPPENHEIM, la présence de filaments fins richement ramifiés.
Le plus souvent ces éléments avaient subi une sorte de fractionnement et présentaient, par suite de leurs granulations endogènes un aspect streptococcique.
Le pus qui s'était produit dans l’abcès abdominal montrait à l'examen direct de très rares filaments mycéliens ramifiés et
fortement granuleux. Nous avons constaté d'autre part une flore bactérienne d'infection mixte constituée principalement par des coccis.
À partir des prélèvements pulmonaires, nous avons pu obtenir facilement des cultures pures sur le milieu de SABOURAUD maltosé solide, en pratiquant les ensemencements d’après la technique énoncée par nous dans le premier chapitre de nos recherches personnelles.
Le cobaye N° 4 inoculé au moyen d’un broyage des prélèvements osseux, à survécu pendant 12 jours à l'infection. Il présentait à l’autopsie les mêmes caractères que son partenaire. Nous avons utilisé les poumons de cet animal pour réinoculer une série d’auires cobayes et des lapins. Nous exposerons ces recherches cidessous après avoir donné les détails de nos examens microscopiques et culturaux.
EXAMEN DIRECT DU PUS
L'examen cytologique nous a permis de constater au moyen de la coloration panoptique de PapPENHEIM, les caractères suivants : le pus de l’abcès se caractérise principalement par une forte prédominance de leucocytes polynucléaires neutrophiles. Les lymphocytes font presque complètement défaut. Ces cellules ont subi un agrandissement notable, de sorte qu’elles atteignent une taille sensiblement égale à celle des neutrophiles segmentés. Elles sont fortement granuleuses ; les différents segments du noyau sont très petits et nous trouvons des leucocytes à 5 ou 8 fragmentations du noyau. Ces segments sont réunis encore entre eux le plus souvent par des zones nucléaires très minces, sorte de ponts. Les monocytes ne peuvent plus être mis en évidence ; par contre, nous constatons ça et là des cellules basophiles, à grosses granulations dans le cytoplasme ; leur dimension est légèrement supérieure à celle des neutrophiles.
D'autre part, nous remarquons des cellules à aspect hyalin, transparent, sans noyau nettement délimité. Ces éléments peuvent atteindre deux fois et demi le volume des neutrophiles segmentés. Le cytoplasme renferme des grains minuscules éosinophiles ou basophiles et le noyau est le plus souvent représenté ici seulement par une ou plusieurs régions ombrées un peu plus colorées en bleu que le reste du cytoplasme. Le tout fait nettement penser à l’image de cellules caryolysées hypertrophiées et ayant subi la dégénérescence graisseuse.
En plus, nous constatons encore de rares noyaux très aplatis, grands et faiblement chromophiles, qui sont très probablement les vestiges de fibres conjonctives.
Le pus provenant du curettage du pied est constitué par une masse renfermant une forte proportion de coagulum, d'hématies, un réticulum conjonctif peu abondant, des substances grasses et autres éléments difficiles à différencier. On remarque encore quel-
ques lymphocytes, d'assez nombreux leucocytes fortement segmentés et pycnotiques.
L'examen bactériologique du pus provenant de l’abcès cutané ne nous à pas permis de déceler des microorganismes pathogènes au moyen du microscope. |
Dans le pus séro-hémorragique prélevé dans la lésion osseuse, nous avons isolé des grains microscopiques qui atteignent parfois le volume d’une pointe d’épingle. Ces éléments lavés sur un filtre de IÉNA présentaient une coloration jaune ; ils avaient un aspect plus ou moins floconneux et une consistance plutôt molle.
A l’examen microscopique entre lame et lamelle, ces grains montrent une partie centrale dense, non transparente, fortement chromophile pour les couleurs d’aniline : violet de gentiane ou bleu de méthylène, non colorables au moyen du MAy-GRUENWALD, Cette masse compacte est entourée d’une zone périphérique formée par des filaments plus ou moins enchevêtrés, très peu ramifiés et fortement fractionnés. Les filaments terminaux sont souvent munis de renflements que nous ne pouvons cependant pas comparer à de véritables massues. Les filaments libres sont tous très courts, rappelant souvent des bacilles, mais le plus fréquemment des pseudobâtonnets grêles et allongés, se prolongeant par de courtes chaînettes cocciformes de taille irrégulière.
Ces éléments sont tous facilement colorables par les couleurs d’aniline ; ils sont GRAM positifs. On constate une sorte de granulation par cette technique, caractérisée par des zones plus ou moins incolores ou roses alternant avec des régions fortement chromophiles violettes.
Au moyen de la coloration de ZIEuL, nous avons pu remarquer de rares éléments acido-alcoolo-résistants, toujours libres et dispersés entre les cellules du pus, tandis que les grains sont toujours complètement ZreaL-négatifs.
RECHERCHES CULTURALES :
Le parasite a été isolé dans les conditions que nous venons d'exposer sur milieu maltosé liquide de pH=—6,8.
Dans les premiers temps, nous avons eu beaucoup de difficultés pour entretenir et réensemencer l'espèce pathogène. Nous avons repiqué le champignon tous les 4 à 5 jours en employant toujours le même milieu.
Pour adapter notre organisme à la culture sur milieu solide, nous avons rencontré beaucoup d'’insuccès.
Sur milieu de RauzIN neutre solidifié, sur pomme de terre acide, sur pomme de terre glycérinée, sur jus de carotte ou de pomme de terre gélosé, la culture a été toujours négative.
C'est pourquoi nous avons eu recours à la technique de Macnusson (120) et au sérum LŒFFLER.
Nous avons utilisé un milieu renfermant 3 de cheval et une partie de bouillon glucosé à +
7 solidifié par coagulation. Les cultures ont été placées à
PRE ANEE SET
parties de sérum |
effectuées soit en aérobie, soit en anaérobie à 1/14 de mm de pression. C'est ce milieu qui nous a permis d'obtenir en culture aérobie l’Actinomyces à l'état de pureté, afin d'étudier ses propriétés morphologiques et biologiques.
Après avoir adapté l'organisme pathogène à ce milieu solide par 6 repiquages successifs, nous avons réussi à obtenir des cultures positives sur milieu neutre solide maltosé de SABouRAUD.
Le développement sur ces deux milieux devient assez luxuriant dès que les propriétés de l'espèce sont fixées. II se forme à la surface des milieux de petites colonies qui sont légèrement jaunâtres, deviennent verruqueuses, prennent la forme de chouxfleurs au moment où plusieurs colonies deviennent adhérentes et se fusionnent.
Sur bouillon gélosé, il se forme de petites colonies blanches non cohérentes et non adhérentes au milieu.
Sur bouillon gélatiné, le champignon se développe très lentement. La culture commence vers les bords du tube de culture par la formation de petites colonies isolées pouvant atteindre les dimensions d’une tête d’épingle. La gélatine marque alors un début de liquéfaction et c’est dans ce substrat devenu liquide que le développement devient le plus intense (à +22°).
Sur milieu de pomme de terre, l'apparition de toutes petites colonies se fait très tardivement entre le 6° et le 10° jour de culture, Jamais il ne se forme de tapis homogène.
Sur pomme de terre glycérinée, nous constatons après une dizaine de jours de petites colonies blanches ei humides.
Sur bouillon glycériné gélosé, le développement est un peu plus luxuriant, sans modification de l'aspect des cultures.
Sur bouillon glucosé gélosé au sang défibriné, il se forme très tôt des colonies mamelonnées sur toute la surface du milieu. Ces colonies sont très adhérentes au substrat et en se fusionnant elles donnent un tapis mince mais homogène, jaune-brunâtre et plus ou moins mamelonné.
En milieu liquide le substrat de choix est constitué par le milieu de SABOURAUD maltosé neutre.
La culture sur bouillon peptoné à 3 Z donne au bout de 8 à 10 jours un faible dépôt jaunâtre, floconneux dans le fond du tube. Le bouillon reste clair. La formation du voile à la surface de milieu fait toujours défaut.
Sur bouillon glucosé peptoné les cultures présentent sensiblement le même aspect.
Le bouillon à 10 7 de sérum permet à +37° une croissance assez rapide ; il se forme au fond du tube des flocons compacts atteignant un maximum au bout de 3 semaines. Le liquide reste toujours clair ; nous n’avons pas pu déceler la formation d’indol dans ce milieu.
Sur le lait écrémé, le développement est pauvre et le lait ne subit aucun changement après 10 jours de culture à +37°.
Le lait non écrémé constitue un substrat beaucoup plus nutritif ; il se forme à la surface du milieu un voile très faible et
chétif, lisse qui tombe à la moindre secousse. Le lait est coagulé vers le 10° jour de culture ; la formation de caséase fait toujours défaut.
Le liquide de RauuiN acide, l’eau de malt et le moût de bière sont peu favorables et le développement, s'il s'installe, est toujours très tardif.
PROPRIÉTÉS BIOLOGIQUES
Les tubes de SABoURAUD maltosé ont été placés après ensemencement à des températures différentes pour déterminer l'optimum cultural.
Nous avons constaté que les milieux restent stériles à 0°, +4°, +12°, +40°, +50. -AT+Fr8° et +27° les culiures sonttoujours peu luxuriantes.
L'optimum cultural est situé vers +37° avec des décalages de + ou —2° dans les deux sens.
Les mesures pour la recherche de la concentration optima en ions H des milieux de culture ont été effectuées au moyen du potentiomètre à électrode d’antimoine (VLÈès-GEx). Nous avons employé comme milieu pour ces recherches le bouillon maltosé. La croissance du champignon est inhibée à pH=6,2 et à pH=7,4.
Le maximum de récolte en 8 jours de culture a été obtenu au pH=6,8 qui constitue la concentration optima en ions H pour la culture de notre organisme.
Nos expériences de culture en aérobiose et en anaérobiose prouvent que le parasite est strictement aérobie.
L'organisme à propriétés morphologiques et biologiques fixées est très résistant contre l’action de la lumière du jour et donne encore des cultures positives sur même milieu après vieillissement de 6 mois sans repiquage.
Le parasite produit une gélatinase, une présure ; il ne liquéfie pas le sérum coagulé, ni le blanc d'œuf coagulé.
L’Actinomyces en étude ne secrète pas de zymase alcoolique, pas d’amylase, mais il est capable de transformer les graisses en glycérine et en acides gras ; donc, il forme dans certaines conditions une lipase très active.
Il est sans action sur le rouge neutre et ne produit pas de gaz en présence de monoses ou de bioses.
Le lait tournesolé n'est pas modifié par une culture de 10 jours à +37°.
EXAMEN MICROSCOPIQUE
Nous donnons ici l'aspect morphologique microscopique de notre organisme cultivé sur milieu maltosé neutre.
Nous avons effectué des colorations par la méthode de GRAM et par le bleu de méthylène de LüFFLER au moyen de frottis préparés selon la technique indiquée dans un chapitre antérieur. On a ainsi pu constater sur ce substrat des filaments plus ou moins
enchevêtrés les uns dans les autres de longueur assez variable, pouvant atteindre jusqu’à 0,5 mm de largeur toujours inférieure à 1 w. Ces filaments sont anastomosés et les ramifications se trouvent irrégulièrement distribuées soit sur l’axe principal, soit sur des rameaux secondaires, Les extrémités des filaments se terminent souvent par des petits renflements ou par un appareil produisant des arthrospores. Celles-ci se montrent le plus souvent en files séparées des rameaux et présentent des dimensions inégales allant jusqu’à 1 w, 8 de diamètre.
On peut aussi constater des spores intercalaires ou complètement libres réunies par 2, 6 ou 8 éléments en courtes chaînettes.
L'aspect microscopique de la culture sur sérum de LôFFLER cst bien différent de celui que nous venons de donner. On a employé les mêmes techniques de fixation et de coloration que cidessus et on a constaté la présence de bâtonnets plus ou moins longs, souvent légèrement incurvés, ou alignés en courtes chaînettes, prenant alors l’aspect de filaments fractionnés et arthrosporés. Ces éléments sont souvent renflés à l’une de leurs extrémités ; ils simulent alors un aspect piriforme ou quand les deux bouts sont hypertrophiés, ils ressemblent à des haltères. Toutes ces formes sont fortement Gram-positives et toujours ZIEuLnégatives.
L’addition au milieu de LÔFFLER de 10 ou 20 Z de bile ou d'extrait de foie de veau ne modifie guère l'aspect morphologique des parasites, sauf l’apparition d’une filamentisation légèrement plus accentuée. Mais dans ces conditions, nous avons pu observer dans plusieurs préparations colorées au moyen de la méthode de ZieuL-NiELsEN des granulations et des articles arthrosporés devenus nettement acido-alcoolo-résistants. On a poursuivi ces expériences pour éclaircir les causes de ce phénomène, mais il nous a été impossible de reproduire ces formes régulièrement ou en grande abondance ; nous ne sommes donc pas à même d'expliquer ce fait ; toujours est-il que notre Actinomyces évolue dans certains milieux et dans certaines conditions vers une forme acido-résis tante que nous avons aussi pu constater dans quelques lésions organiques, lors de nos recherches expérimentales sur les animaux.
ESSAI DE CLASSIFICATION
Nous pouvons résumer nos constatations de la façon suivante : Actinomyces assez facile à cultiver après isolement et fixation des propriétés culturales. L'aspect des cultures sur les milieux solides est mamelonné et verruqueux, rappelant en vieillissant les cultures de Bacille de Kocu. Les cultures restent ternes en n’exhalant pas d'odeur de moisi.
L'organisme pousse en aérobie strict ; il produit une gélatinase et une présure, mais ne liquéfie ni le sérum coagulé, ni le blanc d'œuf coagulé. Il ne secrète ni zymase alcoolique, ni d’amylose et reste sans action sur le lait tournesolé, L'organisme végète pauvrement sur milieu de pomme de terre.
Morphologiquement, notre espèce présente sur milieu solide favorable des filaments anastomosés et ramifiés ; sur milieu liquide, il affecte une forme courte, peu ramifiée. Les filaments ne dépassent jamais 1 w de diamètre et les arthrospores peuvent avoir des dimensions plus fortes allant jusqu'à 1 w, 8. Les filaments sont toujours GRaM-positifs et certains éléments peuvent devenir ZIEHL-positifs.
L'organisme est pathogène pour l’homme et pour les animaux de laboratoire.
D'après tous ces caractères nous le rangeons en nous rapportant à la classification donnée par LANGERON dans les Microsiphonées, Genre Actinomyces Harz, Sous-genre: Euaclinomyces, Section des Parasilici, Sous-section des Minores. Nous croyons devoir le ranger au voisinage de l’Actinomyces asteroïdes EPP. et de l’Actinomyces canis Ras.
ACTION PATHOGENE EXPÉRIMENTALE :
En partant de nos cultures sur milieu de SABOURAUD, nous avons entrepris une série de recherches expérimentales sur les animaux.
Nous avons tout d’abord utilisé des souris et des lapins pour ces expériences.
Les inoculations intracardiaques, intrapéritonéales et souscutanées chez la souris ont toujours donné des résultats négatifs. La plupart des animaux ont survécu longtemps (4 à 8 mois) à l’inoculation sans symptômes de maladie. Quelques souris sont mortes dans un délai assez bref après l'intervention, mais l’autopsie a toujours prouvé que l’exitus était la suite d’une maladie intercurrente, sans rapport avec l'infection actinomycétique.
Les ensemencements faits dans le but de réaliser des rétrocultures à partir des différents organes de ces animaux sont toujours restés négatifs.
Les cobayes par contre montrent une sensiblité particulière à l’inoculation au moyen de notre organisme.
Nos injections ont été faites avec:
0,02 gr de culture dans 2 cc de sérum physiologique pour les inoculations sous-cutanées ;
0,01 gr où 0,00 gr de culture dans 1 ce de sérum physiologique pour les inoculations intrapéritonéales ;
0,001 gr de culture dans 0,5 cc de sérum physiologique pour les inoculations intracardiaques.
Nous donnons dans le tableau suivant un aperçu général de la marche de nos expériences au moyen des cobayes et de lapins que nous avons employés.
Nous indiquons dans les différentes rubriques : le mode d'inoculation, les doses d’Actinomyces injectées; la provenance de la souche utilisée, la date d'inoculation, la date de la mort et la durée de la maladie,
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En examinant les résultats donnés par ces expériences on constate tout d’abord que l'organisme présente des propriétés pathologiques identiques pour les deux souches isolées. Les cultures obtenues en partant des prélèvements osseux occasionnent des lésions pulmonaires avec autant de rapidité et d'extension que celles isolées de crachats. On ne peut donc pas constater que Îles deux souches de provenance osseuse et pulmonaire étaient douées d’une organotrophie spécifique. L’Actinomyces semble cependant avoir une prédilection pour les tissus pulmonaires, car, malgré la haute virulence de l’organisme isolé de l'affection tibio-tarsienne, nous n'avons jamais pu observer une localisation mycosique osseuse chez nos animaux, mais la fixation de cet organisme de provenance osseuse sur les poumons s’effectuait avec autant de vigueur que pour la souche pulmonaire même.
En opposition avec l'image anatomo-pathologique de la tuberculose expérimentale chez le cobaye, nous constatons dans notre cas que l’Actinomyces se fixe après l’inoculation intrapéritonéale en premier lieu sur les poumons en ménageant le foie et la rate, toujours lésés en premier lieu dans la tuberculose.
On constate d’autre part que les deux souches ont un pouvoir pathogène sensiblement identique, car tous les cobayes et les deux lapins inoculés par voie intracardiaque sont morts dans un temps relativement très court. L’injection sous-cutanée par contre a une action toxique beaucoup moins accentuée ; la plupart des cobayes ont bien supporté l’inoculation sous la peau. Un seul d’entre ces animaux a succombé au cours de la 10° semaine de la maladie.
Ces animaux inoculés à la cuisse présentent tous au point d’inoculation, vers la fin de la première semaine de la maladie un abcès dur, ovalaire, de la grandeur d'une noisette. Il se formait une croûte nécrotique sur la peau épilée, puis au bout de k à 5 semaines, l’abcès se vidait spontanément vers l'extérieur et la lésion se guérissait, laissant une cicatrice fortement contractée et pigmentée avec alopésie durable,
Le seul cobaye qui ait succombé à la suite de l'infection sous-cutanée après 69 jours de maladie nous a montré un abcès fermé au niveau de l’inoculation ; cet abcès était rempli de pus caséeux, grumeleux, de couleur jaunâtre. A l’autopsie, nous n'avons constaté que quelques rares nodules dans la rate, dans le foie et dans l'ovaire. Par contre, les lobes pulmonaires présentaient des foyers caséeux assez développés, se touchant et devenant confluents par place. La plèvre était parsemée de nodules plus ou moins microscopiques, indurés en quelques endroits, et on note la présence d’adhérences avec les poumons.
Nous ne pouvons pas exposer ici le protocole détaillé de tous nos animaux ; pour celte raison, nous nous limiterons à décrire l’image anatomo-histologique des cobayes N° 8, 10 et 12 qui nous permettent d'examiner l’évolution rapide, extrêmement aiguë et le développement lent à caractère chronique de l'infection conférée par l’Actinomyces étudié.
Le cobaye N° 8 inoculé par voie intrapéritonéale au moyen de o,1 gr de culture pure de la souche provenant du crachat a succombé le 8° jour de la maladie ; son poids initial était de 320 gr; au moment de la mort, il pesait encore 265 gr.
Au niveau de l’inoculation, nous notons une forte infiltration et la formation de nombreux abcès minuscules situés suivant l'axe longitudinal de l’abdomen sur une longueur de 2,5 à 3 cm et localisés sur le trajet de l'aiguille employée pour l’inoculation. Les deux feuillets du péritoine étaient en outre parsemés de petits nodules, gros comme la tête d’une épingle et de couleur jaunecrème. L'épiploon et les mésentères étaient transformés par places en une masse Caséeuse formée par des nodules actinomycétiques confluents. Les reins étaient normaux, les surrénales fortement augmentées de volume.
Les séreuses péritonéales et prleurales du diaphragme fortement infiltrées étaient remplies de nodules caséeux. Les poumons fortement congestionnés, présentaient des lésions miliaires de taille très petite ; les plus grandes avaient à peine 1 mm de diamètre ; la couleur était d’un blanc-grisâtre ; les ganglions sternaux et bronchiques hypertrophiés se trouvaient remplis d’un pus jaunâtre, grumeleux.
L'examen histologique des différents organes nous à montré:
Dans le foie, nous n’avons observé qu’un petit foyer situé à la périphérie d’un sinus à gauche. La coloration hématoxylineéosine nous fait voir une infiltration faible de ieucocytes polynucléaires neutrophiles ; la coloration de GRAM permet de mettre en évidence au centre du foyer de rares filaments actinomycétiques, longeant les parois vasculaires, pour les perforer par endroits. Les éléments réticulaires et les fibroplastes sont très rares.
Les lésions dans la rate sont également peu importantes : nous trouvons au moyen de la coloration à l’hématoxyline-éosinesafran quelques foyers au centre des follicules spléniques, n'’intéressant jamais les cordons.
La structure des follicules a subi une modification histologique montrant une zone interne caractérisée par des éosinophiles, des lymphocytes en petit nombre et principalement de grandes cellules mononucléaires à protoplasme granuleux azurophile. Puis on trouve une forte proportion de débris nucléaires pycnotiques.
On note une deuxième zone concentrique constituée par un tissu lâche formé de grandes cellules réticulaires entourant des capillaires nombreux néoformés. Cette zone est souvent entourée d’une troisième, périphérique, de petites cellules rondes. Mais elle peut aussi faire défaut.
La coloration de GRAM nous permet de voir que le centre de ces foyers est très pauvre en éléments mycosiques, tandis que les parties périphériques sont remplies de filaments actinomycétiques, richement anastomosés et entourant comme une gaine les cellules des corpuscules de MarpPicui.
Les nodules dans les poumons sont principalement localisés au niveau des vaisseaux. La coloration à l’'Hématoxyline-éosinesafran montre que ces foyers sont constitués en majeure partie par des leucocytes éosinophiles ou neutrophiles à noyaux fortement granuleux. On trouve de très rares lymphocytes. Autour des vaisseaux dont on reconnaît encore les parois, on note une forte réaction ; ils sont fortement dilatés et présentent dans ces préparations des agglomérations hyalines, bleues vers le centre de la lésion et rougeâtres vers la périphérie. Le centre des nodules est souvent constitué par des cellules mononuclées, dont le noyau se colore faiblement en bleu et renferme de petites vacuoles. En général, le protoplasme des leucocytes, des fibrilles et des réticulocytes renferme des granulations fines, éosinophiles et le plus souvent les noyaux de tous les macrophages sont orientés par leur axe longitudinal dans un sens radiaire avec le centre du nodule, de sorte que l’image microscopique prend un aspect astéroïde ; mais chaque nodule reste nettement isolé et les dimensions ne dépassent jamais le champ microscopique.
La coloration de GRAm montre tout d'abord que les centres hyalins à l’hémotoxyline ne sont rien d’auire que des foyers mycéliens. Dans certains cas, nous trouvons au centre du nodule, un véritable enchevêtrement de filaments actinomycétiques. Ceux-ci se prolongent vers la périphérie en serpentant autour des éléments cellulaires pulmonaires et augmentent ainsi encore l'aspect astériforme des nodules. Des autres foyers plus jeunes présentent un mrycélium beaucoup moins développé. La structure histologique normale des vaisseaux pulmonaires est mieux conservée ; on note une infiltration leucocytaire et chaque macrophage est pour ainsi dire entouré ou bourré de courtes chaînettes, fortement fractionnées d'éléments pseudostreptococciques ou en bâtonnets de taille irrégulière.
Le cobaye N° 10 inoculé par voie intrapéritonéale au moyen de 0,005 gr de culture de souche provenant de la lésion osseuse, a succombé après 35 jours de maladie. Son poids initial était de 335 gr et à sa mort il pesait 295 gr.
Au niveau du point d’inoculation, nous notons encore l'existence de nombreux microabcès qui s'étaient tous vidés vers l'extérieur et étaient déjà bien cicatrisés au moment de la mort. Nous ne notons pas d’adénopathie focale, En opposition avec l’image du cobaye N° 8, nous constatons une hypertrophie marquée du foie et de la rate qui est environ trois fois plus grande que normalement. Macroscopiquement, nous constatons sur le foie des foyers diffus de la grosseur d’une tête d’épingle à celle d’un petit pois. Ces nodules sont nettement limités, à centre légèrement surélevé et facilement détachable au moyen d’un scalpel ou d’une aiguille du tissu proprement dit du foie.
La rate est plus ou moins bosselée, d'une couleur mosaïquée gris rouge. Les nodules, tous de très petite taille, ont les mêmes caractères que ceux du foie. Dans les poumons, la destruction est beaucoup plus accentuée. A l’autopsie, ils sont fortement conges-
tionnés et adhérents à la plèvre. ils présentent une surface blancgrisâtre, granuleuse, rappelant l'aspect de grains de maïs. Les lésions sont confluentes et le tissu sain interstitiel est très rare ; on ne constate que des fibres rougeâtres de tissu conjonctif.
Les ganglions sternaux et trachéo-bronchiques sont à peine hypertrophiés. Les plèvres et le péritoine ne sont que peu lésés et on ne constate pas d'infiltration exsudative.
L'examen histologique de tous ces foyers montre par la coloration à l’'Hématoxyline-éosine-safran que la destruction est beaucoup plus avancée. Dans les poumons, nous notons une forte infiltration interstitielle occasionnant une congestion beaucoup plus prononcée, Les nodules se sont multipliés à ce point qu’on en trouve 6 à 10 et plus par champ microscopique.
L'infiltration par les leucocytes éosinophiles est remplacée par une prolifération de réticulocytes qui sont encore remplis de granulations éosinophiles.
La coloration de GRam montre des éléments mycéliens beaucoup plus riches, fortement ramifiés et filamenteux ; l’aspect astéroïde a disparu et le nodule prend une organisation plutôt diffuse. Les filaments longent les parois vasculaires ; celles-ci sont souvent complètement détruites et on les devine uniquement par les agglomérations mycéliennes qui les ont remplacées et les ont souvent largement percées et dépassées par leur croissance,
Dans la rate, les modifications histologiques sont aussi prononcées que dans les poumons. Les nodules très nombreux sont devenus confluents, les follicules spléniques et les cordons de BizLrorTx sont bouleversés. Le réticulum fibrillaire serré, normalement agencé en mailles concentriques assez régulières, a presque partout disparu et il est remplacé, comme la coloration de GrAM le prouve, par des enchevêtrements mycéliens richement ramifiés et présentant un aspect corémié. La Iymphopoïèse a complètement cessé et on note une forte infiltration de leucocytes éosinophiles entremêlés de débris nucléaires fortement pycnotiques et assemblés souvent en petits amas, à la suite d’une sorte d’agglutination. Nous voyons donc que dans l’ensemble la structure typique des nodules actinomycétiques que nous avons rencontrés dans tous ces organes chez le cobaye ayant succombé très rapidement, a presque complètement disparu chez l'animal ayant survécu longtemps à l'infection moins massive cette fois.
L'image anatomique était encore toute différente chez le cobaye N° 12 ayant survécu à l’inoculation sous-cutanée pendant 69 jours. Ici, la lésion au niveau de l’inoculation était complètement cicatrisée et, à l'endroit de l’abcès, il s'était formé un tissu nécrotique. Le système lymphatique focal ne présentait aucune hypertrophie. A l’autopsie, la rate, le foie, les reins, les surrénales ne montraient aucune lésion. Le cobaye a succombé à une maladie pulmonaire avec épanchement pleural très abondant.
L'examen histologique montre des nodules parsemés sur tout le parenchyme pulmonaire. Aucune relation entre la localisation
des lésions et les vaisseaux sanguins. Sauf une congestion peu marquée, le parenchyme ne semble guère prendre part au processus infectieux.
Les nodules actinomycétiques affectent une forme de régénération. À la place des zones centrales riches en leucocytes, nous remarquons ici une nécrose fibrinoïde avec des débris mucléaires rares. Dans d’autres nodules les polynucléaires de la zone centrale sont toujours conservés, mais nous trouvons une sclérose conjonctive avec des lymphocytes, des réticulocytes et de grands fibroblastes entourant cette zone centrale et limitant le nodule nettement du parenchyme pulmonaire sain.
La coloration de GRAm montre dans ce cas que les filaments mycéliens ont complètement disparu dans le nodule et on n'y trouve plus que des courtes chaînettes pseudostreptococciques fortement GRAM-positives.
Nous avons pu observer rarement une structure en forme de rosette des différents nodules. Dans ce cas, on trouve au centre un grand nodule fortement sclérosé, ne renfermant que les éléments pseudostreptococciques. Autour de celui-ci se sont formés un certain nombre de nodules secondaires se groupant concentriquement autour du nodule mère.
Les nodules filles possèdent en général une structure histologique plus jeune avec une zone centrale riche en macrophages et renfermant des éléments filamenteux plus nombreux, surtout vers la périphérie des nodules.
Le parenchyme pulmonaire est généralement complètement détruit ou bouleversé au niveau de ces formations en rosettes. L'existence de processus bronchopneumoniques dans le voisinages de ces lésions ne peut pas étonner et ce sont probablement ces phénomènes secondaires qui occasionnent la mort de l’animal.
Nous pouvons donc résumer nos résultats sur la pathologie expérimentale de la façon suivante :
Les deux souches de notre Actinomyces sont pareillement pathogènes pour le cobaye et le lapin ; ces deux souches ont une prédilection marquée pour le parenchyme pulmonaire.
L'image anatomo-pathologique de l'infection se propage du foyer local en premier lieu sur les poumons, et le foie et la rate ne sont affectés que tardivement. Nous n'avons jamais pu observer une hypertrophie Iÿymphatique au niveau de l’inoculation.,
L'image histologique montre à la suite des inoculations par voie intracardiaque, intrapéritonéale ou sous-cutanée la formation d’une affection nodulaire rappelant macroscopiquement le nodule tuberculoïde, mais montrant à l'examen microscopique la structure d’un abcès caractérisé par la présence de cellules oxyphiles et de polynucléaires éosinophiles.
L'évolution rapide de la maladie montre des nodules pulmonaires à structure typique avec un mycélium filamenteux astéroïde au centre. Ce phénomène rappelle la formation des grains
actinomycétiques rencontrés dans les prélèvements pathologiques humains. La formation de massues n'a pas pu être mise en évidence au cours de nos expériences.
L'évolution lente de l'Actinomycose expérimentale du cobaye à la suite d'une inoculation intrapéritonéale ou intracardiaque prouve l'organotropisme prononcé du champignon pour le poumon et l'affection tardive seulement pour les organes abdominaux.
L'infection sous-cutané: est peu virulente pour le cobaye et le lapin et nous permet de suivre de près la défense de l’organisme contre le processus parasitaire par une sclérilication fibrinoïde progressive.
Conclusions générales
Au cours de notre travail, nous avons étudié deux cas de mycoses osseuses avec métastases ultérieures.
PREMIER CAS : Ce cas est intéressant à plusieurs points de vue :
1) Il s’agit non d’une scaphoïdite tarsienne des jeunes enfants, mais d’une ostéite du scaphoïde tarsien chez l'enfant ;
2) Les cas de mycétomes du pied étant assez rares en Europe, ils se développent généralement à la suite d’un traumatisme quelconque qui fournit une porte d'entrée au parasite ; dans le cas étudié par nous l’origine de l’affection est resté inconnue, la peau étant complètement indemn: et aucun traumatisme n'ayant précédé l’évolution de l'affection. Le malade a présenté des métastases osseuses et mastoïdienne ;
3) Si le traitement par les rayons ultra-violets combiné avec la thérapeutique iodée interne à doses assez élevées pour un enfant à pu enrayer l’évolution de l'infection, il a dû être continué pendant assez longtemps et il n’a pas pu empêcher au début la propagation de l'infection et la formation de nouveaux foyers ;
4) Nous rangeons cet organisme dans la famille des Saccharomycélées, le genre Schizosaccharcmyÿces LiNDNER. D’après le magistral exposé que LANGERON a donné dans le Nouveau Traité de Médecine, ce parasite entre dans le groupe des Blastomycoses. L'auteur divise les agents blastomycétiques en :
a) Saccharomycétacées: genre Debaryomyces, Saccharomyces, Willia, auxquels nous ajoutons le genre Schizosaccharomyces d’après GUILLIERMOND ;
b) Endomycétacées : genre Endomyces ;
c) Hyphomycèles thallosporées : Blastosporées : genre Cryptococcus, Monilia.
Arthrosporées : genre Mycoderma.
5) Ge cas est à notre connaissance le premier dans lequel on à pu constarer la production de grains à massues par une Saccharomycélacée, car dans le tissu pathologique, il affecte la forme de grains, munis d’une membrane capsuleuse, formant des massues rayonnantes. Il est donc important de noter que l’apparation des grains dans le pus ou tout autre prélèvement ne constitue, comme l'ont déclaré À. et R. Sarrory, M. et J. MEYER, aucun caractère de diagnostic différentiel pour les Actinomycoses.
Il apparaît que chaque mycose peut engendrer ces éléments pathologiques.
On peut, d'autre part, remarquer que la présence ou l'absence de massues dans les coupes histologiques importe aussi peu pour le diagnostic et la classification du parasite.
D'après les travaux de K. Meyer et de E. Mayer, il semble certain que la formation des massues est due à un mode le réaction de l'organisme en présence d’agents infectants ou irritants divers organisés ou inorganiques. Ces auteurs ont constaté la formation de massues avec des Actinomyces, Actinobacillus, Bacille de Kocn, Staphylocoques et aussi avec le Tellure et le Kaolin. Le diagnostic différentiel de la maladie ne peut donc être effectué que par des examens directs et culturaux au laboratoire.
DEUXIÈME CAS : 1) Dans notre deuxième cas pathologique, nous avons isolé des différentes lésions (pied et crachats) un Actinomyces assez facile à cultiver après isolement et fixation des propriétés culturales. L'aspect des vicilles cultures rappelle le Bacille de Koca ; les cultures restent ternes et n’ont aucune odeur. L'organisme est aérobie strict, secrète une gélatinase, mais est sans action sur l’albumine d'œuf et le sérum coagulé. Il ne secrète pas de zymase alcoolique, ni d’amylase, ne modifie en rien le lait tournesolé ; il pousse avec une allure chétive sur la pomme de terre. Morphologiquemeat, l'organisme présente sur milieu solide favorable des filaments anastomosés ramifiés ; sur milieu liquide, il affecte une forme courte, peu ramifiée. Les filaments ne dépassent jamais 1 uw de diamètre et les arthrospores ont des dimensions plus fortes allant jusqu'à 1 w, 8. Les filaments sont toujours GRAM-positifs et certains éléments peuvent devenir ZieuL-positifs. L'organisme est pathogène pour l'homme et les animaux de laboratoire.
D’après tous ces caractères nous le faisons rentrer (en nous rapportant à la classification donnée par LANGERON) dans les Microsiphonées, Genre Actinomyces Harz, Sous-genre : Euaclinomyces, Section : Parasilici, Sous-section des Minores. Sa place est au voisinage de l’Actinomyces astéroïides Err. et de l’Actinomyces canis Ras.
2) En ce qui concerne la pathologie expérimentale les deux souches isolées, l’une des lésions osseuses, l’autre des crachats, sont aussi pathogènes l’une que l’autre pour le cobaye et le lapin, et présentent toutes deux une prédilection marquée pour le parenchyme pulmonaire.
L'évolution rapide de la maladie montre des nodules pulmonaires à structure typique avec un mycélium filamenteux astéroïde au centre. Ce phénomène rappelle la formation des grains actinomycétiques rencontrés dans les prélèvements pathologiques humains. La formation de massues n’a pas pu être mise en évidence au cours de nos expériences.
L'évolution lente de l’Actinomycose expérimentale du cobaye à la suite d’une inoculation intrapéritonéale ou intracardiaque prouve l'organothropie prononcée du champignon pour le pou-
mon et l'affection tardive seulement en ce qui concerne les organes abdominaux.
L'infection sous-cutanée est peu virulente pour le cobaye et le lapin et nous permet de suivre de près la défense de l'organisme contre le processus parasitaire par une sclérification fibrinoïde progressive.
Si l’on réussit à déceler l’élément parasite dans les préparations histologiques, la lésion se présente ordinairement sous un aspect de circonférence ; le centre est formé par des éléments mycosiques plus ou moins agrégés ou libres, entourés d’une large zone de polynucléaires et de macrophages ; un deuxième cercle est formé par des éléments de l’inflammation chronique.
Autour de ce foyer d’inflammation, on constate une zone de tissu granuleux qui résulte de la prolifération du tissu conjonctivo-vasculaire et qui est composée principalement de fibroblastes et de cellules fusiformes, tandis que les leucocytes et les Iymphotytes sont en décroissance.
Une zone périphérique forme une sorte de capsule autour du foyer d’inflammation qui renferme du tissu conjonctif et des fibres collagènes en grand nombre.
Nous croyons donc devoir insister sur le fait que les cellules épithélioïdes augmentent d'autant plus qu'on se rapproche de la périphérie, alors que les éléments leucocytaires et lymphocytaires diminuent.
La structure histologique des microabcès inflammatoires mycosiques se distingue donc neittement du nodule tuberculeux. Tandis que dans le tubercule les cellules épithélioïdes se trouvent en nombre élevé vers le centre du nodule et les cellules lymphocytaires et leucocytaires logent vers les parties périphériques, nous constatons dans nos cas de mycoses un arrangement inversement dirigé.
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Image classique de la scaphoïdite tarsienne
(On voit le scaphoïde rapetissé et condensé avec des contours irréguliers)
Pied droit sain
Aspect du pied malade après enlèvement de l’appareil
| plâtré (Image classique d’un pied de Madura) juillet 1933
Aspect du pied en mars 1934
Radiographie du pied guéri vu de face
(Décalcification générale des os ; le scaphoïde a disparu ; condensation marquée du 2° métatarsien) Radiographie du pied vu d'en haut
Grain formé d'éléments levuriens à double membrane, de substance réfringente et d’une capsule périphérique ; massues rayonnantes fines ; quelques noyaux de macrophages autour du grain.
Coloration : Méthode de Gram
Grossissement : Objectif à immersion au 1/15° ; Oculaire Makam 4 Leitz
Aspect microscopique d’une culture sur milieu de jus de pomme de terre gélosé
Coloration : Méthode de Gram
Grossissement : Objectif à immersion au 1/15° ; Oculaire Makam 4 Leitz
Aspect microscopique des cellules isolées plus âgées, sur milieu de jus de pomme de terre. Cellules ovoïdes à double membrane.
Coloration : Triple colorant de Gueguen
Grossissement : Objectif à immersion au 1/15° ; Oculaire Makam 4 Leitz
Eléments avec ascospores réunies par 2, 4 ou 8, en forme de demi-lune ou de chapeau de gendarme Coloration : Triple colorant de Gueguen
Grossissement : Objectif à immersion Stiassnie au 1/18° ; Oculaire Makam 4 Leitz.
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