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La Faculté de médecine de Lyon déclare que les opinions émises dans les dissertations qui lui sont présentées doivent êlre considérées comme propres à leurs auteurs, et qu’elle n'entend leur donner ni approbation ni improbation.
INTRODUCTION
Le virus vaccinal a déjà été l’objet de nombreuses recherches, et l’étude particulière de la flore du vaccin a suscité la publication d'importants (travaux. Cependant, bien des points restent à élucider, notamment le rôle que peuvent jouer les microorganismes pour lesquels la lymphe'est un excellent milieu de culture. Parmi ces microbes, plusieurs auteurs signalent la présence de levures; mais ces champignons n’ayant pas élé isolés spécifiquement, le rôle qu'ils peuvent remplir n’a pu être envisagé Jusqu'ici que d’une manière hypothétique. C’est dans l'espoir d'apporter quelques éclaircissements à ce sujet que, sur les conseils du professeur LESIEUR, nous ‘avons entrepris ce travail.
L'étude délicate des levures nous a été facilitée par l’amabilité de plusieurs personnes que nous nous faisons un devoir de remercier ici : M. LEsiEuR, professeur de pathologie et thérapeutique générales à la Faculté de médecine, directeur du bureau municipal d'hygiène, a bien voulu nous indiquer ce sujet de thèse et accepter la présidence du jury chargé de l’examiner ; ses conseils de chaque instant nous ont élé précieux. MM. J. Beat-
VERIE, maître de conférences à la Faculté des sciences
et de de Nancy, GuiLLIERMOND, chargé de cours à la Faculté: des sciences de Lyon, nous ont été d'un utile secours dans l'étude botanique des levures, spécialité qui leur est familière. M. le professeur GÉRARD a eu l’obligeance de mettre à notre disposition les ressources du laboratoire de botanique de la Facullé des sciences de Lyon, où nous avons trouvé une partie du matériel nécessaire pour exécuter ce travail.
MM. Faucueron, J. Ray, maître de conférences à la Faculté des sciences, le docteur Rocxaix, M. DÉRUELLE, directeur du service d'inspection des viandes, ont également bien voulu nous donner d’utiles renseignements.
Nous n’oublierons pas d'apporter notre tribut de reconnaissance à nos maîtres de la Faculté de médecine et des hôpitaux de Lyon, de la Faculté des sciences, de l'École de médecine et des hôpitaux de Besançon.
Nous sommes particulièrement reconnaissant à MM. les professeurs J. CourmonT, LESIEUR, ROLLET, qui nous ont admis dans leurs laboratoires, soit à la Faculté, soit dans les hôpitaux; à MM. les professeurs Prc et P. CourmonrT qui ont aimablement accepté de faire partie du jury d'examen de cette thèse, ainsi que M. le professeur agrégé Brenix ; à M. le professeur Guiarr et M. le professeur agrégé Savy; nos remerciements s'adressent aussi à MM. les docteurs Bory, VIGnE, à MM. Mounier Des Gayers et E. Macxix, qui nous ont facilité certaines parties de ce travail.
À Besançon, nous sommes heureux de pouvoir rendre hommage à l’enseignement de MM. les professeurs MaGxix, FourniER et CHARBONNEL-SALLE, Bourroux et PERREAU, de la Faculté des sciences; du docteur PRIEUR,
RATE directeur de l'École de médecine; du docteur MARÉCHAL, directeur du laboratoire de bactériologie; des docteurs Baicue, chef du service de la Maternité; BruNscnwiG, CHapoy, GauDERON, Herrz, HYENNE, LEepoux, Manpe- REAU, MARCEAU, Morin, RoLAnD, THoOUvENIN et TissE- RAND, professeurs à l’École de médecine et de pharmacie. |
Je suis heureux que mon premier travail de recherches botaniques me fournisse l’occasion d’exprimer à mon père, le docteur Ant. Macnix, professeur à la Faculté des sciences et à l'École de médecine, mes sentiments d’affectueuse gratitude pour les conseils et l’aide qu'il m'a donnés dans le cours de mes études scientifiques.
https://archive.org/details/1A41552624 0047
HISTORIQUE DE L'ÉTUDE DES LEVURES DU VACCIN
Pendant longtemps, la lymphe vaccinale a été considérée comme dépourvue d'éléments organisés et l’on préconisait une Iymphe limpide et transparente pour la vaccination. C’est en novembre 1867 que les Archives de Vircow publient le premier travail où il soit question des éléments microscopiques de ce liquide. Dans cet article, Hazzrer et Zur | CXIIT] ! décrivent des cellules à noyaux qu'ils avaient rencontrées dans la Iymphe de veau fournie par l’Institut de vaccination de Hambourg. Ces auteurs annoncent une série de cultures qui détermineront l'importance que ces formations peuvent avoir dans le processus de la maladie et au point de vue de la nature du virus variolique. À peu près en même temps, paraît le travail de KEBEr : « Sur les éléments microscopiques de la Iymphe vaccinale [CXXI]. » Nous
1. Les chiffres romains entre crochets renvoient aux numéros de la bibliographie.
A0 reproduisons ici les passages les plus intéressants de ce mémoire : « Les études faites récemment de différents côtés au sujet de l'existence de très petits éléments animaux et végétaux de contage me permettent de présenter ma série de recherches microscopiques sur la Iymphe vaccinale….. Jusqu'aujourd’hui, aucun résultat posiuf n'a été donné par les découvertes, faites par plusieurs _ auteurs, de corps organisés dans le sang et dans les pustules des malades... et récemment encore ErseLt [XC] disait : « Il ya des humeurs contagieuses sans cellules, comme la lymphe vaccinale..….. » La lymphe vaccinale examinée dans une goutte d’eau au microscope présente un certain nombre de cellules en forme de petits grains de7àa1i4u ( à lin.) contenant des noyaux libres
plus petits, de dimension 0,7 à 2,8 p en à = lin.) et des molécules punctiformes de grandeur presque impossible à mesurer. Ces formations organiques sont en quantité très variable dans la lymphe, mais ne manquent Jamais. Ces cellules ont une très mince membrane presque imperceptible et un aspect spécial du contenu qui les différencie tout à fait du fin granulé des cellules de pus et de mucilage..…. »
Keger tient ces formations cellulaires pour le propre vecteur du virus vaccinal, mais il pose sans la résoudre la question de leur nature : débris du réseau de Malpighi modifiés par le milieu ou corps organisés vivants ?
Dans un deuxième article, Hazrier et Zur [CXIIT bis] déclarent avoir trouvé d'actifs microcoques et les spores d’un Leplothrix (Mycothrix). Donnant le résultat de ses cultures, HALLIER croit pouvoir assimiler ce microcoque
de la vaccine à une Sporidie, puis à un Cladosporium ;
th = il hésite ensuite entre les genres Sporidesmium, Tilleha, Monilia, Pleospora, Oidium, Eurotium, Aspergillus, Stemphylium, Ustilago, Torula et encore d’autres champignons qu'il explique comme étant des formes de . développement des microcoques du vaccin 1. Il signale que par aspiration de ces cultures, il prit un catarrhe bronchique avec expectoration de ces mêmes microcoques.
En 1872, Conx (Virchow’s Archiv) [LXII] revient sur ces recherches : « J'ai pu constater avec certitude dans la lymphe de vaccine et de variole certaines différenciations de forme microscopique ou de développement. La+ préparation de lymphe fraîche se montre, ainsi qu'il a été observé déjà, ordinairement riche et presque remplie de corps en boule qui, ordinairemerit petits, sont privés de mouvements propres, mais présentent un mouvement moléculaire et ne paraissent pas différer beaucoup, par leur pouvoir réfringent, du sérum. En réalité, ils ne peuvent être vus, par ceux qui n’y sont pas habitués (comme par exemple pour les systèmes de stries de Pleurosigma), qu'avec l'immersion et un bon éclairage.
« Leur grosseur ne peut être mesurée facilement avec un micromètre ; elle est souvent plus petite que 1, mais il se trouve aussi dans la Iymphe de nombreux corpuscules plus gros, très réfringents, dont ils se laissent difficilement différencier, qui seraient comme des
formes de résistance ou des figures de développement
1. Cette hypothèse est à rapprocher des curieuses théories de cet auteur au sujet des transformations des champignons. À ce sujet, voir Ant. MAGNIN [CXXXIX], et l'historique de la thèse de BeauveRIE [IX].
ASE des plus petits. Je les tiens pour des cellules dont la membrane se présente comme un anneau clair et entoure un contenu qui paraît plus noirâtre.
« Examinés peu après la préparation, ils sont ordinairement simples, plus rarement disposés par paire en 8; mais déjà après un temps assez court, le nombre des doubles cellules augmente ; bientôt on voit des séries ou chaînes de quatre éléments appendus les uns aux autres... ; apparemment, ces anneaux ne sont pas fortement unis, mais se touchent de très près. »
Conn considère ces corpuscules de la lymphe vaccinale comme étant des Schizomycètes qui se reproduisent sans formation mycélienne, par simple division cellulaire et peut-être aussi par formation de cellules durables. Il propose le nom de Wicrosphæra.
Pendant plusieurs années, les recherches sont faites du côté bactéries ou protozoaires, et ce n’est qu’en 1888 que paraît l'important travail de L. Preirrer {CL}, qui a pour litre : Die bisherigen Versuche zur Reinzuchlung des Vaccine Contagiums und die. Antiseplik der Kuhpockenimpfung *.
L'auteur, après un historique complet, énumère les diverses formes bactériennes trouvées dans la lymphe, puis il donne la première description détaillée du champignon qu'il nomme Saccharomyces vaccinæ, groupant sous ce nom plusieurs espèces de levures que, seules, des cultures pures pouvaient caractériser. Voici cet article, seule étude des levures du vaccin qui ait été
1. En 1887, Tennorr [CLX VIII] avait cité deux levures dans la lymphe vaccinale sans en donner de description.
PRET ET
eo publiée jusqu'ici, à notre connaissance, et non encore traduite en français :
« Le Saccharomyces vaccinæ se caractérise par de petites cellules rondes ou ellipsoïdes, isolées eu réunies en chaînes de 1,5 à 4,5 y, le plus souvent présentant une vacuole au centre et un noyau brillant situé par côté.
« La formalion de bourgeons est abondante sur milieu de culture frais sans formations mycéliennes, sans sporulation à l’intérieur.
« Sur moût de bière, il ne produit pas d'alcool, ou seulement une très faible quantité.
« La différenciation des six à sept formes voisines reste encore à débrouiller par les botanistes. Elles ont été vues la première fois par Hallier, en 1868, dans la lyÿmphe de veau. La lymphe d'enfant recueillie avec des soins d’asepsie contient rarement des formes de Saccharomyces ; par contre, la découverte de levures est constante dans la lymphe de veau; suivant la saison, c'est une forme ou l'autre qui entre .en premier plan.
« La méthode de recherches est celle qui est employée partout. Par addition d'extrait de malt à la gélatine nutritive, on favorise beaucoup la croissance des levures.
« Sur plaque, la levure pousse à la température de la chambre; en l’espace de quatorze jours, elle atteint la dimension d'environ une têle d'épingle; c’est un point jaunâtre ou vert qui se présente au grossissement d’environ cent diamètres, avec une couleur brun foncé ou
noire, épais et également grenu, avec un pourtour nel-
Spiele tement tranché, denté, un liseré verdâtre. Il n’y a pas de liquéfaction de la gélatine environnante.
« Lorsque la gélatine en tube est ensemencée avec le produit des cultures sur plaques, le canal de piqûre se trouble après quelques jours; il devient laiteux et, dans le temps de deux à trois semaines, la surface du contenu est recouverte d’une couche épaisse d’un blanc éclatant, parfois rouge; ensuite le développement est lent, les cellules meurent; c’est seulement s’il se produit une souillure que la liquéfaction du contenu commence.
« Sur tranches de carotte, les formes de Saccharomyces prennent un aspect de petites colonies en bouton et la croissance devient, en l’espace de quelques jours, très active. De même en solution sucrée légèrement additionnée d'extrait de viande et de moût de bière, le bourgeonnement se produit rapidement. Dans les deux derniers liquides, on ne trouve, à 35° C., qu'un très faible dégagement de CO?; le plus souvent, il n’y a pas formation de ce gaz. |
« Une formation mycélienne fut une fois observée dans une culture en goutte suspendue. Il ne se forme pas de peau comme pour le Saccharomyces mycoderma.
« En moût de bière et en solution sucrée, toutes les cultures ont donné, par bourgeonnement actif, une forme plus ellipsoïde. La plupart des cellules développées présentaient une vacuole placée plus au centre, et un noyau très clair, brillant, placé à côté. Les cellules filles très jeunes, encore unies à la cellule mère, ont aussi la vacuole et le noyau.
« La coloration avec la fuchsine altère les contours tout à fait gravement; la dimension des plus grosses
formes est jusqu’à 0,5 p plus petite que chez les exemplaires vivants. »
Après avoir rapproché ces formes des Torula décrites par Pasreur et HANSEN, l’auteur insiste, à la fin du chapitre consacré aux Blastomycètes, sur l'utilité de la connaissance exacte de ces levures au point de vue d'une confusion possible avec les formes embryonnaires du parasite nouvellement trouvé dans la vaccine, formes qui ont une certaine ressemblance, à leur état jeune, avec les cellules de levures.
Il faut signaler aussi, à cette même époque, le travail de Buisr [XLIT}. Cet auteur, ayant découvert à peu près constamment des formes de levures dans la lymphe d'enfant devenue trouble, entreprit de longues recherches d’inoculation, spécialement sur les singes. Malheureusement, au lieu de séparer par des cultures ces champignons, il employa par analogie des levures ordinaires: Nous reviendrons plus loin sur ces recherches quand nous étudierons les relations des levures du vaccin avec la question du contage vaccinal; en tout cas, Buisr ne donne aucune description des formes qu’il annonce avoir observées.
Enfin, une phrase du professeur KircaNer (de Hanovre), dans un article sur le contenu microbien de la lymphe animale [CXXV]}, mentionne la présence de levures : « Comme pour les autres chercheurs, il m'est arrivé de trouver avec la plus grande fréquence des moisissures et des levures; parmi les premières, les plus fréquentes étaient: Penicillium glaucum, Mucor mucedo, Aspergillus niger; les dernières étaient presque sans
exception des levures incolores. »
PTE
En 1897, dans un nouvel article général consacré à la question du contage du vaccin, L. PrEIFFER passe en revue les travaux parus sur ce sujet depuis 1887 [CLI}. Dans le paragraphe consacré aux Blastomycètes ou moisissures comme porteurs de contage, l’auteur résume les recherches de Buisr dont il critique les conclusions. Il termine en faisant remarquer que l'intérêt de l'étude des levures contenues dans le vaccin est encore rendu plus grand depuis les travaux de BüssE, SAN FeLice et RoncaLe, tout en faisant celte réserve que les organismes « où nous voyons aujourd'hui des Blastomycètes, ne soient que des formes conidiennes de moi-
sissures pathogènes. »
ORIGINE DES VACCINS ÉTUDIÉS ET MÉTHODES D'OBSERVATION
Nos recherches ont porté surtout sur le vaccin fourni pendant deux mois par l’Institut vaccinogène municipal de Lyon. Par comparaison, nous avons examiné aussi quelques cultures ensemencées sur milieux favorables au développement des levures avec d’autres vaccins, en général âgés de plusieurs mois (voir p. 78).
Le vaccin lyonnais est recueilli de la manière suivante: l’inoculation au veau ou à la génisse se fait par scarifications pratiquées sur le flanc de l’animal avec le vaccinogriffe du docteur Isembert, le bistouri à trois lames, ou, par dénudation de l’épiderme au moyen du papier verré.
Le passage sur le veau dure cinq jours pleins. Un lavage à l’eau stérilisée est fait sur la région de pustulation, puis le produit est récolté à la curette ; immédiatement on ajoute son poids d'un mélange d’eau et de glycérine neutre stérilisée.
Ce vaccin est laissé à la glacière pendant un certain nombre de jours suivant les besoins. Après une macé-
ration d'au moins huit jours, il est broyé dans un mor-
ARR TRS lier et passé à travers une toile métallique fine ! ; ce produit en pulpe est conservé à la glacière dans des pots contenant de 70 à 120 grammes de pulpe brute, jusqu’à utilisation. Au bout de dix à douze jours, le vaccin est essayé sur lapin (inoculation après avoir rasé la peau de la région dorsale) etsur enfant, puis il est mis en tubes pour la distribution, si les résultats sont favorables.
Nous avons opéré sur celte pulpe, soit fraîche, soil glycérinée et broyée. Des ensemencements élaient faits en strie sur gélose mallosée, au moyen de frottis sur pomme de terre en tube de Roux, sans capuchon de caoulchouc. A la température du laboratoire (18-20°) et à l'obscurité, au bout de trois à quatre jours, parfois deux, se développaient des colonies de levures blanc grisâtre, arrondies, mesurant en général 1/2, 1 ou > millimètres de diamètre, souvent assez difficiles à distinguer des colonies de Coccr, de coloration blanc jaune, qui presque toujours poussaient en même temps. Cependant, certaines de ces colonies d’un blanc laiteux (aspect présenté fréquemment par la forme Torula) sé distinguaient nettement des colonies bactériennes. Sur pomme de terre, où la croissance était souvent moins rapide que sur gélose maltosée, les colonies placées au sommet de la tranche, c’est-à-dire à l'endroit le plus sec, prenaient après quelques jours une apparence crayeuse bien caractéristique. L'examen microscopique ayant montré la présence d'éléments plus ou moins arrondis, un fragment de colonie, si possible bien séparée et dislincte des autres amas de mucrobes, était porté sur
1. L'Institut vaccinogène dispose aussi d’un broyeur mécanique; le transfert prochain dans d’autres locaux en à fait différer l'installation.
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tranche de carotte en tube de Roux; sur cet excellent milieu, la plupart des levures que nous avons rencontrées dans le vaccin se développaient activement. Plusieurs fois nous avons aussi repiqué ces champignons sur agar au jus de carotte, préparé suivant les indicalions de A. Rocraix [CLX}; ce milieu nous a semblé également (rès favorable. Cette manière de procéder nous à donné plusieurs fois des cullures pures composées d’une seule espèce de levure, mais souvent les levures élaient mélangées; parfois elles élaient souillées de bactéries : cocci surtout et bacilles. É | De purification d’une levure mêlée à des bactéries est relativement facile, el souvent le simple passage dans des milieux peu favorables au développement des autres microbes, comme, par exemple, le liquide de Raulin ou le bouillon légèrement acidulé, permet d'obtenir une culture pure. Il n'en est pas de même de l'isolement d’une levure mélangée à une levure qui peut être une espèce très voisine, et, pour l'obtenir, plusieurs méthodes ont élé préconisées ; on peut les diviser en deux groupes : méthodes physiologiques et méthode de dilution ou des cultures fractionnées. Nous renvoyons, pour cette question, au livre de M. GuicrisrmonD [CXI]) qui expose très en détail ces divers procédés ; disons seulement que, dans certains cas, des simplificalions peuvent être apportées. C’est ainsi que nous avons pu isoler une espèce par le moyen suivant : la pointe du fil de platine, portant une très petite quantité de mélange de levures, est introduite dens un ballon d’eau stérilisée. Après avoir agité pour répartir le plus uniformément possible
les cellules, on examine une goutte au microscope. Lors-
Hope que dans une goutte on a trouvé une seule cellule ou deux ou trois cellules seulement, on fait une strie sur un milieu maltosé en boîte de Pétri.
Lorsque les colonies se développent, on peut, la plupart du temps, observer une différence macroscopique
el repiquer une levure pure.
Technique employée pour l’étude botanique
Une fois la levure isolée, il faut procéder à l'étude botanique. Celle-ci comprend plusieurs séries de recherches :
I. Aspect microscopique des cellules sur milieux solides et liquides. Pour obtenir des données suffisantes sur la variabilité de l’organisme examiné, cette étude doit être faite sur de nombreux milieux.
IT. Aspect macroscopique : le développement des colonies de levure sur des milieux solides offrant une large surface (comme, par exemple, la gélose maltosée en flacons plats) donne fréquemment des allures très caractéristiques. De même, l'aspect des cultures sur les liquides contenus dans des fioles d'Erlenmeyer, la formation de voiles, d’anneaux ou de dépôts, sont des caractères importants. Suivantles indications données par MM. Lurz el GueGuEN dans les Actes du Congrès international de botanique de 1900 [CXXXV }, nous avons étudié les caractères des cultures de levures sur les milieux suivants :
1° Milieux généraux :
Liquide de Raulin acide normal ;
— neutre ; — acide normal gélaliné :
— neutre gélatiné.
lors RS
> Milieu azolé avec azote organique :
Liquide de Raulin neutre sans azotate d'ammoniaque + urée. :
3° Milieux renfermant diverses matières sucrées ou alcools polyalomiques.
4° Milieu renfermant des hydrates de carbone.
Quant à la cinquième division proposée par MM. Lutz et Guéguen sous le titre Milieux divers, nous la placerons au début : ces milieux, en effet, sont plus faciles à se procurer et donnent des formes très caractéristiques : d'autre part, fréquemment les levures poussent assez mal dans le liquide de Raulin. Nous estimons que cette méthode est appelée à rendre moins de services que pour les Mucédinées, c'est pourquoi nous commencerons notre étude par certains milieux très usuels, tels que la carotte ou la pomme de terre ; ce sont d’ailleurs des cultures sur tranche de carotte qui nous ont fourni les échantillons dessinés dans les figures qui accompagnent ce travail. C'est sur eux aussi qu'ont porté les plus nombreuses mensurations d'éléments.
II. Vient ensuite l'étude des Propriétés biologiques
Nous avons étudié les températures limites et oplima, les aspects microscopiques et macroscopiques des voiles, leurs conditions de formation. Une troisième catégorie de recherches porte sur les fermentations, l’action vis-à-vis des solutions sucrées. Cette étude a été faite suivant le procédé indiqué par LiNbNER, en chambre humide. Nous avons employé les chambres humides de Van Tieghem et Le Monnier : une petite quantité de sucre bien pulvérisé est déposée sur la lame à l’intérieur de l'anneau; de l’eau de levure stérilisée versée dans la
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chambre est ensemencée avec lalevure à étudier. On recouvre d’un couvre-objet en prenant garde de ne pas emprisonnerde bulles d’air et le tout est mis à l’étuve à 25°. Après vingt ou vingt-quatre heures, s’il y a eu fermentation, de grosses bulles sont collées au couvreobjet qui peut même être soulevé et détaché de la vaseline qui le maintenait sur l'anneau de verre.
Les très importants caractères de sporulalion n’ont pas pu être étudiés, les quatre levures isolées de la lymphe vaccinale n'ayant produit de spores sur aucun milieu.
IV. Ajoulons que pour acquérir une certitude sur l’aspect de formations que la différence de réfringence rendait très visibles lors de l'examen de la cellule vivante en goutte d’eau, nous avons eu recours à la coloration d’éléments fixés. La fixation ayant été faite à la chaleur, ou par l'alcool, une goutte de bleu Unna est déposée sur la lamelle où le contenu de l’anse de platine a été fixé. Après une dizaine de minutes on fait la décoloration avec la Glycerinæthermischung de Grübler, on passe dans la série des alcools pour déshydrater, dans le xylol et on monte au baume du Canada si l’on veut conserver la préparation ; enfin l’on examine au microscope. Ce mode de préparation a permis de rapporter à des corpuscules métachromatiques les granules réfringents dont nous parlons plus haut et qui ont été d’ailleurs bien signalés par plusieurs auteurs et spécialement GuiLLiERMoND [OX ]. Lorsque ces granules ne présentent pas la coloration rouge métachromalique, on peut, avec beaucoup de vraisemblance, les considérer comme des globules huileux,
tels qu'il s'en produit souvent dans les vieilles cultures
MR te | ou dans les cultures en voie de dégénérescence ; d’ailleurs, l’action de l'acide osmique ou de la teinture d’orcanelle permettrait d'obtenir une certitude à ce sujel.
Nous insisterons sur un où deux points qui nous ont paru plus spécialement dignes d’être notés.
D'abord, au sujet de l'examen microscopique, beaucoup d'auteurs établissent les caractères de forme et de dimensions des levures qu'ils étudient avec des préparations fixées par la chaleur; ce procédé brutal a le grave inconvénient de déformer les cellules et surtout de réduire leurs dimensions à tel pointque l’on peut considérer les chiffres donnés comme absolument inexacts. Des comparaisons de mesures faites sur des éléments fixés et non fixés par la chaleur nous ont permis de nous rendre compte de ces faits. IT faut, lorsqu'on veut procéder à des mensurations, monter les éléments à étudier dans l’eau, et, lorsqu'il s’agit d’une culture en milieu liquide, dans le liquide même servant de substratum. Cela n’empêchera pas, naturellement, de procéder à des fixations diverses, même par la chaleur, pour faire ensuite des colorations dans le but de distinguer les divers éléments qui entrent dans la constitution de la cellule.
Une autre observation, d'un intérêt plus général, est celle de l'utilité qu'il y à à se servir de la méthode Lutz et Guéguen pour la détermination. Lorsque, en effet, on cherche à identifier une levure, on éprouve une certaine difficulté à coordonner les renseignements fournis par les recherches déjà faites; un procédé uniforme peut seul faciliter ce travail, étant donné les nombreu-
ses propriétés de ces champignons qu'il faut étudier
7e pour pouvoir les caractériser suffisamment au point de vue spécifique. Remarquons cependant que le liquide de Raulin, si favorable au développement du Sterigmatocystis et, d’une façon générale, de toutes les Mucédi-
nées, paraît moins convenable pour les levures.
CHAPITRE PREMIER
LACLEVURE. TORUL'A 1) DU VAGCIN
‘Origine
Provient de la Iymphe du veau n° 5 ‘inoculé avec un vaccin d’origine parisienne. La première espèce isolée a été obtenue par culture sur gélose malltosée de pulpe glycérinée. Cette pulpe, récoltée le 3 février 1913, fut ensemencée le 19, après 16 jours de contact avec la glycérine.
Elle a été retrouvée ensuite dans plusieurs pulpes, soit
glycérinées, soit non glycérinées : voir le tableau, p. 77. Caractères morphologiques
CARACTÈRES MICROSCOPIQUES, FORMES ET DIMENSIONS
Une culture sur carotte, âgée de 3 jours, à la température du laboratoire (17-20°), montre des cellules
arrondies, souvent sphériques, mesurant en général de
LA ANT ed
2,96, 2,5 à 4 u de diamètre. Plus âgées (5 jours), elles sont un peu plus grandes et peuvent atteindre 4,5 à Ds de dia-
mètre. À l’intérieur, on observe en général une grosse
Fi. 4. — Levure Torula I du vaccin.
Culture sur carotte, âgée de 4 jours à 189; — vw, vacuoles ; — c. m., corpuscules métachromatiques.
Dessin à la chambre claire avec l'appareil à dessiner de Zeiss ; ocul. 4; ob)j. apochr. 1,5 Zeiss. — Dessin non réduit.
vacuole qui se reconnaît bien à son aspect plus mat et à la différence de réfringence. En modifiant très légèrement la mise au point, on aperçoit, visible parfois en même temps que la vacuole, un granulé assez gros, très réfrin-
gent. Quelques rares cellules présentent deux ou trois de
OT ces granules. La coloration par le bleu de Unna a montré que ces granules élaient des corpuscules métachromatiques. Sur la préparation colorée, on en distinguait surtout dans la vacuole, mais, souvent aussi, un corpuscule légèrement plus volumineux que les autres se trouvait dans le eytoplasma bordant la vacuole, expliquant ainsi l'aspect que nous avons représenté dans la figure 1, désigné par les lettres v. et c. m.
Le grand nombre des mensurations que nous avons opérées nous a permis d'établir le polygone de fluctuation de la taille des éléments, suivant la méthode statistique
proposée par J. Beauverie [X|.
Diamétres 10 2 & A D 6
Fréquénecs Moro A0 Sr, So A0 8 CU HnRT
Voir la courbe page 58.
Modifications suivant la nature des milieux
a) Milieux solides :
Carotte à 18. — Culture âgée de 3 jours; cellules sphériques avec grosse vacuole : 2,5 à 5 de diamètre; examinée de nouveau après une quarantaine de jours, la culture présente les mêmes formes cellulaires ; la vacuole est nettement visible.
Pomme de terre 18°. — Culture âgée de 8 jours; éléments sphériques, nombreuses formes bourgeonnantes ; dimensions = 2 à 5 p. Après 1 mois : formes sphériques, nombreuses grosses cellules atteignant 6-7 p, vacuole bien nelle. On observe d'assez nombreux bour-
geonnements; parfois plusieurs petites cellules filles
28 —, (2 ou 3) sont réunies à une même cellule mère. Le 45° jour, les cellules de petit diamètre sont les plus fréquentes; celles mesurant 6 à 7 p& sont rares ; quelques éléments sont déformés.
Gélose maltosée. — Examen après 15 jours à 18° : éléments sphériques avec grosse vacuole très nette ; très rarement on trouve de grosses cellules dont le diamètre est de 6 p; la plupart ont 2,5 à 4,5 et 5 p.
Gélose jus de carotte. — Sur ce milieu, les cellules de cette Torula atteignent souvent 5 &, celles de 4 et 4,5 y sont fréquentes ; rarement leur diamètre mesure moins de 3 p (examen après 10 jours à la température du laboraloire) ; même aspect après 53 jours, nombreux bourgeonnements.
Albumine d'œuf de poule. — 4 jours : cellules plutôt petites, assez gros globules, plusieurs bourgeonnent ; on remarque des groupements de trois ou quatre cellules bien plus fréquemment que dans les autres cultures. Dimensions = 2 à 4.
Raulin gélatinéacide. — 6 jours : élémentssphériques, vacuole peu nette. Mensuration = 5 y, 4 p le plus souvent, 3,9u. Après un mois, l’examen microscopique montre des cellules de même dimension, mais quelquesunes sont groupées en chainettes de 2 ou 3; d’autres présentent une membrane légèrement épaissie:
Raulin gélaliné neutre. — 5 jours : cellules sphériques, quelques éléments bourgeonnent. Dimensions comme pour le précédent milieu = 3,5 », 4 p, 5 . L’aspect des cellules est le même après un mois et demi; à signaler seulement l’épaississement de la membrane chez quelques éléments.
Miditole Se tonte et see trié al à DE
Loge
Liquide de Raulin (solution mère) + amidon de riz. — À litre d'indication, nous donnons les caractères microscopiques de la Torula 1 sur ce milieu, utilisé dans l'étude des réactions biochimiques des levures (ef. caract. macroscopiques). Les cellules y, végèlent sous forme d'éléments sphériques dont plusieurs bourgeon-
nent.
b) Milieux liquides :
Lait. — 16 jours après l’ensemencement : cellules sphériques, bourgeonnement rare ; le plus grand nombre mesure 2,5 à 4x; quelques-unes atteignent 5,5 à 6 x; quelques cellules semblent montrer une tendance
à l’allongement.
Fic. 2. — Levure Torula Ï du vaccin.
Culture sur moût de bière (fragment d'anneau), âgée de 20 jours, — Éléments à membrane épaissie ; la vacuole (v) a été représentée dans plusieurs cellules.
Dessinée à la chambre claire ; ocul. 4; obj. apochr. 1,5 Zeiss. — Dessin réduit d'environ 1/3.
Moût de bière. — Examinée au bout de 6 jours, la
levure Torula 1 montre des cellules d'assez grande taille
SR (D et 4 u fréquentes, extrêmes 2 et 6 x). Après 20 jours, on observe des formes de petite taille plus nombreuses et des formes de dégénérescence (cf. fig. .2). Mensuralion après 20 jours : 3 p, 3,9 el 4 p..
Jus de carotte. — 96 jours : Éléments sphériques, grosse vacuole nette; quelques formes de grande taille avec très grosse vacuole occupant presque toute la cellule et refoulant le granule contre la membrane. Dimen-
Dons 20 4 0
Liquide de Raulin acide normal. — Cellules de petite taille, vacuole très peu nette, plusieurs bourgeonnent ; > à 4y de diamètre (examen après 8 jours). Après un mois, les éléments dont le diamètre varie de 3 à 5 pprésentent une forme ovoïde allongée; certains mesurent 5 à de long sur 3,5 à 4,5 de large.
Liquide de Raulin neutre. — Même aspect microscopique que sur Raulin acide; dimensions encore plus petites HV D Me |
Liquide de Raulin avec urée. — 5 jours à 18° : petits éléments sphériques, quelques-uns bourgeonnent; 2,5 à 4 y, le plus souvent 3 el 3,9 y.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Examen après 12 jours : les cellules, qui sont peu nombreuses dans ce liquide où la levure paraît pousser assez mal, sont sphériques et présentent souvent des formes bourgeonnantes. Mensuration : 2,5 à 3,5 y.
Avec laclose. — 12 jours : forme sphérique en général, quelques cellules sont subovalaires; membrane épaisse souvent très visible ; plusieurs bourgeonnent;
Avec mallose. — Sphériques, de petite taille, bourgeonnement très fréquent. 2-2,5-3 y.
Avec glycérine. — Nombreuses formes bourgeonnanes, laille un peu plus grande que les précédentes : 3-3,)-/,9 p.
Bouillon de bœuf.— Forme sphérique, vacuole peu
netle où invisible ; 2,5 à 3,5 p. (Examen après 5 jours.)
II. — CARACTÈRES MACROSCOPIQUES DES CULTURES
Fr
a) Milieux solides :
Carolte à 18°. — Enduit blanc brillant assez mince, à bords déchiquetés. Débute vers 48 heures ; au bout de 4 jours, il est bien développé.
Pomme de terre. — Au bout de 48 heures, on observe un début d’enduit formé par confluence de colonies rondes assez larges (1 à 2 mm.) qui donnent des stries moniliformes. Après quelques jours, cet enduit blanc devient grisâtre, légèrement rosé et mamelonné.
Gélose maltosée. — Sur la strie d’ensemencement se développent assez rapidement (trentaine d'heures à 18°) de petites colonies blanches en tête d’épingle ; elles confluent en un enduit blanc, à bords finement dentés, qui s’élale par la suite.
Gélose jus de carotte. — En 24 heures, début de petites colonies blanches qui se réunissent le 3° et le 4° jour en un enduit assez épais, légèrement grisâtre, à bords arrondis.
Albumine d'œuf de poule. — Sur la strie d’ensemencement se développe assez rapidement par places
un léger enduit blanchâtre, mais il reste stationnaire
ANSE et bientôt ne s'accroît plus. (Examen après 3, 10, 4» jours.)
Raulin gélatiné acide. — Sur l'emplacement de la strie se développe un enduit blanc mince, à aspect sec, bords légèrement lobés arrondis. (Début du développement après 4-5 jours.)
Raulin gélaliné neutre. — Très léger enduit blanc, à bords finement découpés, poussant très lentement. L’apparition de cet enduit est encore plus tardive que sur le Raulin acide gélätiné.
Raulin + amidon de riz. — Pas de liquéfaction.
Gélaline (ensemencement en piqûre).— Développement en clou d’une colonie blanche épaisse; la pointe largement étalée présente des bords lobés ; pas de liquéfaction.
Culture géante (méthode de Lindner). — Colonie largement étalée, d’un beau blanc; développement égal ;
bords très finement lobés, grisâtres.
b) Milieux liquides :
Moûl de bière. — Après 4o heures à 25°, trouble sur une épaisseur d'environ 1 cm. à partir de la surface du liquide ; parcelles de voile adhérentes aux parois; après 3 jours, des taches ressemblant à de la matière grasse flottent ; au bout de 4 jours et demi à 5 jours apparait un très mince voile gris formé de petites pellicules arrondies et séparées. Un anneau est nettement visible sur les parois du tube ; il ÿ a eu formation d’un dépôt au fond du récipient. Examinée après un mois, la culture présente un voile assez épais, jaune grisâlre, el un anneau très net ; le liquide est trouble et un dépôt assez abon-
dant occupe le fond du tube à essai.
PNG
Jus de carotte. — Un voile blanchâtre se forme assez lentement; après 29 jours, il est assez épais, de coloraüon blanche présentant assez bien l'aspect d’une fausse membrane diphtérique ; il y a un anneau sur les parois du tube et le liquide est trouble.
Liquide de Raulin acide normal. — Au bout de5 jours, à température ordinaire, la culture en flacons d’Erlenmeyer présente un dépôt léger disposé en traînées rayonnantes ; pas de voile ni d’anneau. Après 7 jours, on observe un voile mince grisâtre discontinu ; les parcelles de ce voile situées sur le pourtour forment un léger anneau qui adhère aux parois. Après 45 jours, il n’y a pas de changement.
Liquide de Raulin neutre. — Voile grisâtre, se formant le 6° ou 7° jour, peu épais ; mince anneau sur les parois, dépôt pulvérulent.
Liquide de Raulin avec urée. — 7 jours : voile gris, mince, avec grumeaux ; l'anneau sur les parois est plus épais que dans les milieux précédents.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Un léger anneau apparaît au bout de 6 à 7 jours ; examiné après 11 Jours, cet anneau est plus nel ; ie 19° jour, l'anneau gris peu épais est continu, quelques parcelles de culture grisâtres flottent à la surface ; après 1 mois, on constate la présence d’un très mince voile formé de petiles Laches arrondies de couleur
| grise, confluentes.
Avec lactose. — Un anneau se forme dès le 4° jour sur les parois du récipient; le 6° jour, on obtient un léger voile grisâtre déchiquelé; ce voile reste toujours mince et garde l'aspect discontinu remarqué à son apparilion.
ne
Avec mallose. — La formation du voile est plus rapide que dans les autres liquides de Raulin additionnés de sucre. Le 4° jour, des parcelles de culture grise flottent sur le milieu, et le lendemain, un voile réticulé gris occupe presque toute la surface du liquide ; un anneau de même coloration se forme rapidement sur les parois. L'examen macroscopique au 45° jour montre un voile
réliculé extrêmement mince et délicat.
Avec glycérine. — Après go heures, on peut observer
un très léger anneau sur les parois ; le voile n'apparaît que vers le 9° jour. Au bout de 20 jours, l’anneau s’est épaissi davantage que dans les autres Raulin sucrés; le voile gris, réliculé, ressemble à celui qui se produit sur Raulin maltosé ; il est également très peu épais. Bouillon de bœuf.— Ni voile ni anneau. La levure pousse en dépôt au fond de la fiolé d'Erlenmeyer ; quelques stries grises et quelques grumeaux nagent dans le
liquide.
Propriétés biologiques
I. TEMPÉRATURE. — A + 14°, cette levure pousse bien; le degré le plus favorable semble être entre + 20° et + 25°, À 37°, cette espèce végèle et donne un bel enduit blanc en 3 ou 4 jours ; à 45°, elle ne pousse plus;
5°C., la levure semble encore vivante, avec des
à formes de résistance à membrane épaissie, mais elle végèle très mal.
IT. SporuLATION. — Sur bloc de plâtre, le premier examen, après 19 heures, montre des formes normales bien développées, sans spores ; il en est de même pour
les observalions faites après 2, 3, 5 el 8 jours. Nous
+ Le.
avons aussi essayé d'oblenir la sporulation en utilisant le procédé Gorodkowa, mais nous n'avons pas trouvé de sporulation après 19 heures, 43 heures, 3, 4 et 7 Jours, elec.
Sur aucun milieu nous n'avons -pu constater la présence d'endospores.
HT. Voices. — Moût de bière : 5 jours, début de voile; après un mois, voile assez épais, jaune grisâtre ; anneau ; liquide trouble ; dépôt.
Jus de carotte. — Voile blanchâtre ; anneau ; liquide trouble. Le voile se forme assez lentement; après un mois, il est épais de 2-3 millimètres et présente l’aspect d’une fausse membrane diphtérique.
Liquide de Raulin acide. — Voile et anneau très minces, grisâtres.
Liquide de Raulin neutre. — Voile et anneau très minces ; dépôt assez abondant.
Liquide de Raulin avec urée. — Voile mince, anneau assez épais.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Anneau, pas de voile.
Avec lactose. — Voile el anneau peu épais.
Avec maltose — Voile et anneau.
Avec glycérine. — Voile mince apparaissant lardivement, anneau épais. ! |
IV. FERMENTATIONS. — L'action des levures sur les solutions sucrées a élé observée par le procédé de Lindner. La fermentation élait nette dans la solution de lévulose ; dans les autres chambres humides, aucune fermentalion n'a été observée avec les solutions de glucose, lactose, mallose el saccharose. Ce premier
GET OI examen avait été fait au bout de 24 heures. Les chambres humides ayant été remises dans l’étuve à 25°, des bulles se sont manifestées dans la solution de mallose, au bout de 4o heures environ; étant donné le petit nombre de ces bulles et leur apparition tardive, la fermentation semble être douteuse avec ce sucre.
V. ArrinitTÉs. — L'’allure microscopique des cellules de cette levure, l'absence de sporulation, l'aspect des voiles, permettent de rapprocher cette espèce des Torula de Hansen. Nous avons cherché à l'identifier, mais aucune des espèces dont nous avons trouvé une description suffisante n’a pu se rapporter à celle-ci.
VI. ACTION PATHOGÈNE. — L’inoculation au cobaye, par injection sous-cutanée et par scarification vulvaire, celle faite au lapin dans le sang circulant, ont été négatives.
Nous revenons plus loin, au moment où nous étudions le rôle des levures du vaccin, sur les méthodes qui ont été employées dans ce travail pour la recherche du
pouvoir pathogène des levures.
LEVURE TORULA 11 DU VACCIN
Origine
Provient de la pulpe recueillie après inoculation au veau n°7 d’un vaccin marseillais. Elle a été isolée d’une colonie de levure développée sur tranche de pomme de terre ensemencée avec la pulpe fraiche, récoltée le jour ‘même, non encore glycérinée.
Nous l’avons rencontrée dans plusieurs autres échantillons, moins fréquemment toutefois que l'espèce précédente. Voir, à ce sujet, le tableau de la page 77.
Caractères morphologiques I. — CARACTÈRES MICROSCOPIQUES, FORMES ET DIMENSIONS
Les cellules de cette espèce sont de ‘forme un peu variable : la plupart sont ovalaires, mais de nombreux éléments sont presque ou tout à fait sphériques. Dans toutes, le cytoplasme est uniformément granuleux et présente une teinte jaunâtre.
Les dimensions sont plus grandes que celles de la forme précédemment décrite. Le diamètre des formes
sphériques appartenant à une culture sur carotte âgée de
ot
5 jours (à température du laboratoire) varie de 4 à 6 2 ; pour le plus grand nombre, il atteints y à9,9 y. Certaines cellules sont allongées et la différence des diamètres est, en général, chez celles-ci, de 0,5 à 1 b. La plupart de ces dernières nous ont donné à la mensuration :
D'—= by x'di= 45:où61Xx"5/Fetplus rarement OX M0?
Fc. 3. — Levure Torula II du vaccin.
Culture sur tranche de carotte, âgée de à jours. Dessin à la chambre claire ; ocul. 4; obj. apochr. 1,5 ; non réduit.
Comme pour la forme Torula 1 du vaccin, nous avons
établi le polygone de fluctuation de la taille des éléments :
Diamètres (en y) / 5 6 7 Fréquences : SSP DO DEC MER SE
Voir la courbe, p. 58.
RO
Modifications suivant la nature des milieux
| Û a) Milieux solides :
: Carotle à 18°. — Culture de 5 jours : éléments sphé-
riques et ovalaires; peu de cellules allongées ; dimensions : 4 à 6 p., le plus souvent 5.
Pomme de terre. — Les cellules sont sphériques, mais il y a aussi des éléments ovoïdes; leur contenu, plus réfringent, est moins visible que dans les cultures sur carotte. Examinée au boul de 4 jours, elle donne les dimensions suivantes : diamètre — 3,5 à 5 y; après 6 jours, 4,5 et 6 ». Les cellules sphériques semblent être de beaucoup les plus nombreuses. Au 22° jour, les mêmes formes arrondies sont observées ; chez quelques cellules, la membrane s’est épaissie et apparait très nette. Après 45 jours, les éléments de forme sphérique mesurent de 4,5 à 6y de diamètre; la membrane est parfois très visible. | |
Gélose mallosée. — La culture est examinée au 7° jour. Les formes ovales sont nombreuses. Le cytoplasme, nettement visible, présente assez souvent des granulations un peu plus volumineuses que les autres, de disposition irrégulière. Les mensurations nous ont donné les résultats suivants : diamètre — 4 à 9 y. Pas de changements aux examens faits le 15°, le 30° et le 45° Jour. ;
Albumine d'œuf de poule. — % jours : Les cellules arrondies sont les plus nombreuses ; leur eytoplasme est bien net. Le bourgeonnement est fréquent. Diamè-
tre — de 3,5 à 6 p.. Après 10 jours, les éléments allongés
De d’ass sontles plus nombreux ; leur cytoplasme montre d'assez gros granules réfringents. La longueur de certains élé-
ments peut atteindre 7.
Raulin gélatiné acide. — 7 jours: Formes sphériques,
Fi. 4. — Levure Torula II du vaccin.
Culture sur liquide de Raulin acide gélatiné, âgée de 19 jours. Formes anormales avec tendance au gigantisme.
Dessin à la chambre claire ; ocul. 4; obj. apochr. 1,5 ; réduit d'environ 1/1 à 1/8.
rarement ovalaires. La membrane est souvent nette. Plusieurs cellules bourgeonnent. Dimensions: 3,5 à 6 pu. Au bout de 28 jours, on voit au microscope des
cellules le plus souvent sphériques; la membrane est fré-
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quemment épaissie, le cyloplasme jaunâtre, granuleux. Après un mois, un nouvel examen montre l'existence de formes anormales avec lendance au gigantisme, comme Guilliermond et J. Beauverie l’ont observé dans certains cas. (Voir fig. 4.) | |
Raulin gélaliné neutre. — 7 jours : Les formes ovalaires sont un peu plus fréquentes que sur le milieu précédent, mais la grande majorité est toujours sphérique. Bourgeonnement rare. Le eytoplasme est très visible dans chaque cellule. Diamètre = 34 à 6,9 p. — 48 jours : éléments arrondis à cytoplasme transparent ; les dimensions sont les mêmes qu'aux examens précédents.
. Gélose jus de carotte. — 7 jours: Cellules sphériques, forme ovalaire très rare. Fréquemment quelques granules réfringents assez gros se différencient du reste du cytoplasme.
Raulin avec amidon de riz. — Eléments sphériques, quelques-uns légèrement ovalaires. La membrane est visible. Parfois il existe 2 ou 3 granules très réfringents ; ils occupent les deux pôles de la plupart des cellules allongées.
b) Milieux liquides :
Lait. — La plupart des éléments sont sphériques, les cellules de forme ovalaire sont rares; il y a de nombreux bourgeonnements et l’on rencontre des chaînes de plusieurs individus, en général 4 ou ». Le diamètre varie de 3 à 6 p. (Examen après 13 jours.)
Jus de carotte. — Examinées après 19 Jours, les cel-
lules de cette levure sont de dimensions normales (4,5 p.;
les plus grandes 5,5); on ne rencontre pas de formes ovalaires.
Liquide de Raulin acide normal. — 12 jours : Cellules sphériques dont certaines atteignent 7 » ; les plus nombreuses mesurent 5-6 y. de diamètre. Après 46 jours, on observe des formes qui mesurent 4 à 6 y en général; un certain nombre de cellules plus grosses atteignent 7 et 8. Les bourgeonnements sont assez nombreux; plusieurs cellules allongées s’étranglent en leur milieu et quelques-unes sont déformées d’une manière appréciable.
Liquide de Raulin neutre. — 12 jours: Une goutte de liquide de culture examinée au microscope ne montre que de rares éléments sphériques ; la levure paraît pousser très mal sur ce milieu. Après 24 jours, on observe des cellules rondes et ovalaires ; quelques-unes sont disposées en chaînes de 5 à 8 cellules. Le diamètre mesure en général 6 p; il atteint 8 y dans deux ou trois grosses cellules situées au centre d’une chaîne.
Liquide de Raulin avec urée. — Des examens répétés ont élé négalifs au 10° comme au 40° jour.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Rien au bout de 12 jours à température ordinaire et à 29°.
Avec lactose. — Id.
Avec mallose. — Examinée après 13 jours, une goutte
du liquide de culture montre 7 à 8 cellules isolées à membrane nette, sphériques, dont le diamètre varie de 4 à Guy. Après:17 jours, l'examen porte sur une parcelle de l’anneau qui s’est formé sur les parois du tube. Les
cellules sont sphériques, souvent plus grandes que sur
ht les milieux précédemment éludiés ; quelques-unes bourgeonnent ; il y a de petites chaînes de 2 ou 3 individus. DimenSions :4; 5 bp, 0 et 7 p.
Liquide de Raulin glycériné. — Ne pousse pas.
IT. — CARACTÈRES MACROSCOPIQUES DES CULTURES
a) Milieux solides :
Carotle à 18°. — Enduit blanc grisâtre d'aspect visqueux, à contours arrondis assez épais. Lorsqu'on en _ prélève avec l’anse de platine, on entraîne une sorte de filament de consistance semi-liquide. Débutant au 3° jour, il est bien développé 4 ou 5 jours après l’ensemencement. Pomme de lerre (à lempérature du laboraloire). — Au bout de 2 jours, début d’enduit blanc; devient abondant le 3° jour et prend un aspect mamelonné. Après 26 jours, l’enduit blanc en large plaque présente à sa surface de petites élévalions très courtes, assez espacées les unes des autres, donnant un aspect spécial, chagriné ; les bords sont lobés, arrondis. La coloralion devient grisâtre, d'aspect blanc sale. | Gélose mailosée. — Au bout de 24 heures, très léger début d’un enduit blanchâtre; cet enduit prend un aspect semi-liquide, visqueux; sa coloration devient blanc grisâätre dès le 3° jour. La colonie s'épaissit et le 20° jour, on observe un enduit assez épais, élalé, à bords arrondis, de coloration blanc terne.
Gélose jus de carotte. — Sur ce milieu, l'apparition de l'enduit est à peu près aussi rapide; le développementsemble se faire plus rapidement et, dès le 2° jour, on
constate la formation d'un enduit légèrement plus gris
ue
que le précédent et, comme lui, de consistance un peu visqueuse. Après 23 jours, enduit est épais, blanc jaunâtre, à bords arrondis.
Albumine d'œuf de poule. — Après 3 jours, la strie d’ensemencement se recouvre, en un ou deux points, d’un très mince enduit blanchâtre. Le développement se fait mal. Après 22 jours, l’enduit n’occupe pas une plus grande surface qu’au 3° jour ; il est simplement un peu épaissi. Au 45° jour, on note 2 taches blanches arron-
dies, de 3 à 4 millimètres de diamètre.
Raulin gélaliné acide. Après 9 Jours, léger début sur la strie. Le 7° jour, de petites colonies grisätres, en têle d’épingle, mesurant environ 1 millimètre de diamètre, confluent en un enduit mince de coloration grise. Les bords sont très finement déchiquetés.
Raulin gélatliné neutre. — Sur la strie d’ensemencement, où la cullure n'apparaît qu’au 5° Jour, se forme un enduit légèrement plus abondant que sur le Raulin géla-
tiné acide, enduit qui est également de coloration grise.
Raulin el amidon de riz. — Pas de liquéfaction au 20° Jour.
Gélatine (en piqûre). — La colonie se développe en
clou. À la surface du milieu, on a une tête arrondie d’un blanc mat; en profondeur, la pointe à bords finement dentés est mince et de couleur blanc grisâtre. Il ne s’est pas produit de liquéfaction à l'examen du 35° jour.
Cullure géante. — Colonie bien développée, blanc grisâtre ; bords à larges lobes mais très peu profondément dentés. Le centre de la colonie est blanc crème : sur les bords, des coins de coloralion grise marquent l’emplacement des lobes.
b) Milieux liquides :
.Jus de carotte. — Après une vinglaine de jours, le liquide est un peu trouble et il n'y a pas de voile; un très léger anneau gris blanchâtre sur les parois.
Liquide de Raulin acide normal. — Un dépôtse forme en 3 où 4 Jours; au bout d’une dizaine de jours il est assez abondant, constitué par des lraînées disposées en rayons de roue. Quelques très minces parcelles flottent à la surface du liquide sans constituer un voile.
Liquide de Raulin neutre. — Cette levure y pousse mal et ne forme pas de voile; un dépôt très léger et quelques rares parcelles sur les parois de la fiole d'Erlenmeyer.
Liquide de Raulin avec urée. — Ni voile, ni anneau.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose et lactose. — Il n’y a pas de développement apparent après plusieurs jours, ni à température ordinaire, ni à 25°. Examinés à nouveau le 20° jour, les tubes ne montrent qu'un léger dépôt; la même constatation est faite après un mois.
Avec mallose. — Le 11° jour, à température ordinaire, apparaissent de légers grumeaux. Au bout de 17 jours, un anneau s'est formé sur les parois; cet anneau est grisâtre, peu épais; on observe aussi un trouble en traînées sur une certaine épaisseur de liquide au voisinage de la surface.
Avec glycérine. — Pas de voile, pas d’anneau.
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Propriétés biologiques
I. TEmPÉRATURE. — Examinée à 14°, après 41 heures, la culture se présente sous l'aspect d’un enduit épais, blanchâtre, visqueux. Après 3 jours, le développement est médiocre el la cullure n'a pas augmenté de surface. La plus belle croissance se produit à environ 19-20°. A 37°, celle espèce végète; à 45°, un très léger enduit, développéle 2° jour au point d’ensemencement, diminue rapidement; après 4 ou D jours, il ne reste plus qu’une petite tache blanc grisâtre desséchée; à — 5° C., un très léger enduit montre des cellules qui semblent végéter très faiblement.
IT. SPORULATION. — Examinée sur bloc de plâtre, après 2 jours, celle levure n'offre aucune formation de spores. Ilen est de même aux examens postérieurs faits Le 4° et le 7° jour après l’ensemencément. La présence de spores
n’est constatée sur aucun milieu.
III. Voies. — Jus de carotte : a; anneau douteux. Liquide de Raulin acide. — Ni voile; ni anneau.
Liquide de Raulin neulre, liquide de Raulin avec urée. — Pas de voile. Seuldes liquides de Raulin sucrés, celui qui est addilionné de maltose présente un anneau. Sur le Raulin glycériné, il n’y à pas non plus formation de voile.
IV. FERMENTATIONS. — La fermentation est très nettement posilive avec les solulions de lévulose et de saccharose. Légère avec celle de lactose, elle est négative avec mallose et glucose.
V. AFFINITÉS. — La forme arrondie de cette levure
l'aosence de voiles bien formés, font immédiatement penser à une T'orula. Comme pour la Torula 7, nous n'avons pu identifier celle espèce à une forme déjà décrile ; mais le désir de ne pas embarrasser de nouveaux _noms une classe de champignons où la revision des espèces est Lout à fait nécessaire, nous l'a fait dénommer Jorula 11. D'ailleurs, malgré leur fréquence dans l'air, les poussières, elc., ces Torula sont encore très peu débrouillées au point de vue botanique.
VI. ACTION PATHOGÈNE. — L’injection au cobaye, par voie sous-culanée, de plusieurs centimètres cubes de culture pure sur tranche de carotte diluée dans le liquide réuni au fond du tube de Roux, n’a pas donné de résultat
ganglionnaire.
LEVURE TORULA III DU VACCIN
Origine
Cette levure a été trouvée dans une culture provenant de la pulpe fraîche récolltée le 21 avril dans les pustules du veau n° 15, inoculé avec un asino-vaccin marseillais. C’est d'une colonie arrondie de coloration grise croissant sur tranche de pomme de Lerre qu'a élé isolée l’espèce éludiée.
Nous ne l'avons observée que trois ou quatre fois sur la trentaine de pulpes examinées. C’est donc la moins
fréquente des quatre.
Caractères morphologiques I. — CARACTÈRES MICROSCOPIQUES, FORMES ET DIMENSIONS
Ainsi que l'indique le dessin des figures 3 et 4, les cellules de cette espèce sont de taille plus grande que pour les deux Torula étudiées dans les chapitres précédents. Leur diamètre varie de 4 à 6,9 y. Leur forme est, sur tranche de carotte examinée après 6 jours à 18, le plus souvent sphérique ; quelques individus sont très
légèrement ovalaires. Un certain nombre d'éléments
or e bourgeonnent ; plusieurs cellules, ont à leur intérieur un granule réfringent qu mesure 1 à 2 y de diamètre et se distingue nettement du reste du cytoplasme; parfois on
peut en compter deux ou trois dans une même cellule.
Fic. 5. — Levure Torula III du vaccin.
Culture sur carotte, âgée de 7 jours.
Dessin à la chambre claire ; ocul. 4; obj. apochr. 1,5 ; non réduit.
Comme caractère de comparaison avec les deux espèces déjà décrites, nous donnons le tableau et la courbe
des fluctuations de la taille des cellules.
Driamètresu. : > 3,5 A 5 6 gi HrÉdoence Lo 0420251159 US 1,100
(Voir le tableau des courbes, p. 58.)
LR De
Modifications suivant la nalure des milieux
a) Milieux solides :
Carotte (à température du laboratoire). — 6 jours : cellules sphériques, rarement ovalaires, mesurant, les plus pelites 4 », les plus grandes 6,5 y de diamètre. Celles de. 5 b sont les plus fréquentes.
Sur carotte à 45°, après 8 jours, nous avons observé des formations très caractéristiques. Les cellules s’allongent en filaments, la membrane épaisse devient très visible; les cellules restées sphériques ont un diamètre supérieur de 1 à 2x à celui des cellules poussant à température ordinaire (voir fig. 7, p. 97). Après plus d’un mois, les éléments ont toujours le même aspect très réfringent.
Pomme de terre. — L'examen après 3 Jours montre des cellules sphériques de dimensions plutôt grandes ; plusieurs bourgeonnent activement.
Après 5 jours, des cellules recueillies dans la portion sèche, au sommet de la tranche de pomme de terre, endroit où les colonies prennent un aspect légèrement crayeux, présentent un aspect très spécial. Elles sont réunies par groupes de 3 ou 4 individus, parfois », mais rarement plus, dans une même gaine mucilagineuse. Cel aspect qu'avaient les cellules dans une goutte d’eau a élé vérifié par des colorations (voir fig. 6).
Les dimensions sur ce milieu étaient au premier examen de 3,9 p,5,5 et 6 p; au deuxième examen, les cellules observées mesuraient assez souvent 6 à 7 y de dia-
mèlre.
tree
Gélose mallosée. — Examinées le 3° jour, les cellules élaient arrondies, contenant souvent un assez gros granuleréfringent. Dimensions: 4,5 y, 5 et6 u. Nous n'avons pas trouvé de changement dans les recherches effectuées le 15° et le 30° jour.
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Fire. 6. — Levure Torula IIT du vaccin.
Culture sur pomme de terre, âgée de 3 jours (portion sèche de la tranche de pomme de terre).
Dessin fait avec l'appareil à dessiner de Zeiss; ocul. 4; obj. apochr. 1,5 : non réduit.
Grélose jus de carotte. — Ressemblant aux éléments décrits plus haut sur tranche de carotte; le diamètre seul paraît différencier les cellules croissant sur ce milieu. La mensuration nous a donné : 4,5, 9 et 6 p avec de nombreuses formes de 4,5 et5 y.
Albumine d'œuf de poule. — Après 7 jours, les cellules examinées sont sphériques ; le cytoplasme est uni-
formément granuleux et jaunâtre; plusieurs ont une
DD AE membrane épaissie très nette. Dimensions : 4,5 p, 6 et 8u. La culture âgée d'un mois montre des formes de grande dimension, avec souvent une forte membrane. Elles peuvent mesurer jusqu'à 9 x de diamètre.
Raulin gélaliné acide. — Examen le6° jour : Éléments arrondis, avec souvent une membrane épaisse. Le diamètre varie de 4,5 à 6p, le plus fréquemment il est de D p. Après 25 jours, on observe des cellules de petite Laille (3 à 5 et 6 p) à cytoplasme jaunâtre très granuleux, se rapprochant de l'aspect donné fréquemment par la Torula éludiée précédemment.
Raulin gélatiné neutre. — Membrane bien visible, cellules un peu plus grandes que sur le précédentmilieu : 9-6,5-7 pv. Une culture âgée d’un mois présente les mêmes caractères microscopiques.
Raulin avec amidon de riz. — Cellules de petite dimension, membrane épaisse el nombreuses granulations dans le cytoplasme.
Gélaline (piqûre). — Culture en clou, blanc gris ; les bords de la pointe sont finement lobés.
Culture géante. — Uniformément blanche, larges lo-
bes arrondis. La surface de la colonie est plane.
b) Milieux liquides :
Lait. — Ensemencement du 10 mai examiné le 17 : De nombreux éléments bourgeonnent, certains semblent avoir tendance à s’allonger. Les dimensions sont plutôt réduites : 3,5-4,5-5 p; cependant il y a un assez grand nombre de cellules de dimension ordinaire pouvant atteindre 7 p.
Jus de carotle. — Les cellules, de petite taille, sont
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porte en général arrondies; quelques-unes s’allongent. On observe d'assez nombreux bourgeonnements. Le cytoplasme contient fréquemment plusieurs assez gros granules très réfringents. Les mensurations donnent 3,9 p, le plus souvent 4 et comme maximum 5,5 y.
Liquide de Raulin acide normal. — Un premier examen fait peu de jours après l’ensemencement donne très peu de cellules arrondies de petite taille. Après 15 jours, les éléments sont un peu plus nombreux, à membrane épaisse, à cyloplasme bien visible avec d'assez gros granules. Quelquesindividus sont ovalaires. Les plus petits ont 34; on en rencontre plusieurs de 4 et 4,5 y, les plus grands mesurent 7 p de diamètre.
Liquide de Raulin neutre. — Des fragments du dépôt occupant le fond des récipients mis à l’étuve à 25° ou laissés à la température du laboratoire ne donnent que des débris et pas de formes vivantes.
Liquide de Raulin avec urée. — Après 7 jours, on voit quelques rares cellules arrondies, de petite taille, dont la plupart bourgeonnent. Presque toutes ont un contenu fortement granuleux.
Liquides de Raulin sucrés. — Cette levure ne se développe dans aucun des milieux additionnés de glucose, maltose, lactose. |
Il en est de même pour le liquide de Raulin glycériné.
II. — CARACTÈRES MACROSCOPIQUES DES CULTURES
a) Milieux solides :
Carotte à 18°. — Au bout de 2 jours, le développement est assez abondant. On a un enduit d’une certaine
épaisseur, blanc grisâtre, de consistance semi-liquide.
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Le 4° jour, cet enduit, qui est devenu gris, a diminué
d'épaisseur et pris un aspect glaireux. Ensuite il conserve cet aspect sans s’accroître en épaisseur, et la tranche de carotte est recouverte d’une gaine transparente grisâtre.
Pomme de terre. — Après 3 jours, un enduit blanc gris, granuleux, de peu d'épaisseur, couvre la surface de la tranche de pomme de terre. Après 18 jours, l’enduit est brun, de teinte légèrement verdâtre, peu épais. Au bout d’un mois, il est devenu irrégulièrement mamelonné, de teinte ocre ferrugineux.
Gélose maltosée. — Au bout d’une vingtaine d'heures,
début de colonie blanchâtre sur la strie d’ensemence-
ment. Après 3 jours, un enduit gris assez épais, à bords
arrondis, recouvre la strie. Cet enduit s’épaissil ; il a pris au 30° jour une coloration gris beige. |
Gélose jus de carolte. — Aspect analogue, développement aussi rapide. La colonie prend bientôt une teinte brunâtre beige clair ; les bords sont très légèrement lobés.
A lbumine d'œuf de poule. — Le jour, un léger enduit blanc brunâtre commence à se développer sur la strie. La croissance est très lente et l'examen au 20° jour ne montre que 2 ou 3 taches brunâtres peu épaisses au niveau où avail apparu l’enduit.
Raulin gélatiné acide. — Début seulement après
o Jours ; sur la strie, on voit le 7° jour un faible dévelop-
pement de colonies grisâtres en tête d'épingle, qui con- :
fuent bientôt en un enduit peu épais qui s'accroît extrémement lentement.
Baulin gélatiné neutre. — Quoique d'apparition plus Lardive, la levure semble se développer un peu mieux
sur ce milieu que sur le précédent. Après 7 jours, sur la
pu nb"
Der Re ; strie d’ensemencement s’est développé un enduit mince, gris, plus abondant que celui qui pousse sur le Raulin gélatiné acide.
Raulin avec amidon de riz. — Pas de liquéfaction de l’'empois. |
Gélaltine (en piqûre). — Clou gris ; la tête est constituée
par ün enduit assez épais, de coloration gris pâle, la pointe est élalée, grisâtre, à bords lobés arrondis. Après >» jours, il ne s’est pas produit de liquéfaction. Culture en flacon plat. — La colonie géante est de coloration uniformément blanche, avec, sur les bords,
de larges lobes.
b) Milieux liquides :
Jus de carotle. — Après 11 jours, il s’est formé un voile blanc de 2 ou 3 millimètres. Un dépôt abondant s’est collecté au fond du tube. Le liquide resté limpide tient en suspension quelques traïnées grisâtres plus nombreuses au voisinage de la surface.
Liquide de Raulin acide normal. — Nous avons déjà vu, par les résultals de l’examén microscopique, que la levure pousse mal sur ce milieu. Après 15 jours, on n’observe, dans la fiole d'Erlenmeyer, que quelques grumeaux qui flottent à la surface ou nagent dans le liquide, et quelques parcelles grisâtres qui reposent sur le fond du récipient. 4o jours après l’ensemencement, l'aspect macroscopique n’a pas changé.
ixaminé après une quin-
Liquide de Raulin neutre.
zaine de jours, le liquide ne présente ni voile, ni anneau; un dépôt pulvérulent peu épais couvre le fond
du vase.
Liquide de Raulin avec urée. — 10 jours : mince dépôt; après un mois, on observe des flocons en suspension dans le milieu, au voisinage de la surface, sur une épaisseur d’un demi-centimètre environ.
Liquide de Raulin avec sucres. — Seule la solution de maltose présente quelques grumeaux qui flottent dans le liquide; mais, comme pour les autres liquides de Raulin sucrés, il n’y a ni voile, ni anneau (10 jours à 18°). Après plus d’un mois, nous observons, dans la solution de glucose, quelques grumeaux rares disposés en anneau ; dans celle de mallose, l'aspect n'a pas changé.
Liquide de Raulin avec glycérine. — Rien.
Propriétés biologiques
I. TEMPÉRATURE. — À 14°, après une quarantaine d'heures, on observe, en un ou deux points de la surface de la tranche de carotte, un léger enduit peu épais, glaireux, gris blanchâtre. Au 6° jour, le développement est médiocre. C’est, avec la levure provenant de la pulpe récoltée sur le veau n° 7, celle qui pousse le plus mal à celte température. À 25°, cette levure pousse bien; elle recouvre rapidement toute la surface du milieu d’un enduit glaireux blanc gris assez épais. À 3, c’est la forme qui croît le mieux des quatre levures étudiées. On obtient, après 36 heures environ, un enduit blanc gris assez épais, plus consistant que’ celui qui a été observé sur carotte à 25°. La lempérature optima semble done être entre 25° et 37°. À 45°, alors que les trois autres levures ne poussaient plus, celle-ci nous a présenté, au bout de3 jours, un début de développement ; la colonie,
légèrement augmentée de surface, examinée le 5° jour, a montré au microscope des formes que nous avons dessinées (voy. fig. n° 7). Les cultures mises au frigorifique à — 5° C. n’ont pas végété.
Fi. 7. — Levure Torula III du vaccin.
Culture sur carotte à 45°, âgée de 5 jours.
Ocul. 4 ; obj. apochr. 1,5 Zeiss; dessin réduit d'environ 1/10.
Il. SporuLATION, — Rien sur bloc de plâtre après 48 heures; les examens, répétés plusieurs jours de suite, n’ont jamais donné d’endospores. Certains milieux, très défavorables, n’en ont pas montré non plus.
III. Voices. — Jus de carotte. — Rien avant Île
10° jour; le 11° jour, on observe un voile blanc assez épais. Dépôt abondant, pas d’anneau.
Liquide de Raulin acide. — Dépôt grumeleux. Dans aucun autre liquide, il n’y a formation de voile ou d’anneau. Seul un dépôt très peu important est noté pour Île liquide de Raulin neutre, le liquide de Raulin sans azotate d’ammoniaque avec azote organique, le Raulin avec maltose.
IV. FermenrarTions. — Recherche négative avec Îles solutions de glucose, lactose, maltose, saccharose et lévulose.
V. AFFINITÉS. — Cette espèce appartient encore à la catégorie de Torula ; sa grande taille, les formes caractéristiques prises sur certains milieux, l'aspect macroscopique des cullures la distinguent très nettement. Nous l'avons nommée Torula III du vaccin.
VI. ACTION PATHOGÈNE. — Un cobaye qui avait reçu une injection de >%% de culture diluée dans le jus de
carotte n’a présenté aucun symptôme réactionnel.
Polygones de fréquences se rapportant aux dimensions des cellules des levures « Torula I, I, HE »
LEVURE MYCODERMA DU VACCIN É
Origine
Provient de la pulpe fraîche recueillie par raclage des pustules du veau n° 11,inoculé avec un asino-vaccin marseillais. À été isolée d'une petite colonie grise arrondie, mesurant à peu près 2 millimètres de diamètre, développée sur tranche de carotte.
C’est, après la forme Torula TI, celle que nous avons le plus fréquemment rencontrée dans les pulpes fraîches
ou glycérinées.
Caractères morphologiques I. — CARACTÈRES MICROSCOPIQUES, FORMES ET DIMENSIONS
Cette levure a une forme bien différente de celles dont l'étude précède. Une culture de 9 jours sur tranche de carotte, à la température de 18°, est constituée d’éléments plus longs que larges, présentant fréquemment un bourgeonnement en forme de semelle, la cellule fille
étant allongée.
EUODRE De rares cellules sont légèrement arrondies, mais aucune n'offre un contour circulaire. Le contenu est
transparent, la plupart des éléments ont un ou plusieurs
Fic. 8. — Levure Mycoderma du vaccin.
Culture sur carotte, âgée de 9 jours.
Dessin à la chambre claire ; ocul. 4 : obj. apochr. 1,5 ; non réduit.
granules réfringents, situés le plus souvent aux extrémités. La coloration au bleu Unna fait voir de gros corpuscules métachromatiques ; nous les avons représentés dans la figure n° 9; ils sont bien visibles dans la cellule âgée à fond sombre; les cellules plus jeunes, moins co-
lorées par le bleu, montrent, souvent sur les bords ou
aux pôles, de pelits groupes de très fins corpuseules
qui ont pris la teinte rouge violet.
Fi. 9. — Mycoderma du vaccin.
Disposition des grauulations métachromatiques dans les cellules d’une culture sur liquide de Raulin gélatiné neutre, âgée de 3 jours, d’après une préparation colorée au bleu Unna.
Dessin à la chambre claire ; ocul. 4; obj. apochr. 1,5; non réduit.
Voici les résultats d’une vingtaine de mensurations : D
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Modifications suivant la nature des milieux
a) Milieux solides :
Carotte à 18°. — Cellules allongées ; la longueur
varie de 4,5 à8 y, le plus fréquemment 6 & (culture de 8 Jours).
Pomme de lerre. — Sur ce milieu, les éléments ovalaires sont plus nombreux et les formes mesurant 5,5 X 4et6 X 4, ne sontpas rares. Assez souvent un grosgranule réfringent, parfois deux, sont nettement visibles (corpuscules métachromatiques). Dimensions : minima — 4,5 ; maxima — 6; les plus nombreuses mesurent 5,9 u de longueur (examen au 3° jour à 18°). Après 15 jours, l’aspect des éléments n’est pas modifié. Au ho° jour, on observe des cellules d'assez grande taille dont la longueur peut atteindre 6 et 7 L; quelques éléments sont en forme de biscuit.
Gélose maltosée. — Les cellules sont allongées, rarement ovalaires. Le contenu est comme celui de la eulture sur carotte pour la plupart des cellules. Chez quelques-unes, cependant, il est légèrement jaunâtre avec des granules réfringents plus nombreux que d'ordinaire. Sur la culture âgée de 4 jours, la longueur varie de 3,5 y à 7v. Les formes mesurant 6 ÿ sontles plus nombreuses.
Gélose jus de carotte. — Après 3 jours, les éléments sont tous allongés, de grande taille; souvent un gros granule réfringent est seul aperçu. Dimensions (en longucur seulement): 5-6-7 :. Bourgeonnement fréquent. Cet aspect reste le même dans les préparations observées le 15° et le 30° jour.
Albumine d'œuf de poule. — 8 jours : Les formes arrondies ovalaires sont à peu près aussi nombreuses que celles allongées. Fréquemment les cellules sont groupées par 3 ou », de façon assez irrégulière, en trèfle
ou en chaine avec des anneaux en croix. Le bourgeon-
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fre nement est peu fréquent. La longueur varie de 4 à 6,9 y. Après 42 jours, on observe quelques cellules s’allongeant en filaments. Assez souvent des éléments de grande taille (8-9 ) sont, dans ces formations filamenteuses, placés entre des cellules de dimension ordinaire.
Raulin gélatiné acide. — 6 jours : Éléments allongés de grande dimension. Nombreux bourgeonnements. Longueur : 5-6-7 el 8 y.
-Raulin gélatiné neutre. — 7 jours : Sur ce milieu, les formes sont plus variées. Les éléments allongés sont les plus nombreux, quelques-uns sont courts et presque en biscuit. Les éléments ovalaires sont souvent réunis deux par deux, un des pôles élant comme tronqué. La membrane est nette, les granules très réfringents aux deux pôles. Les mensurations donnent pour la longueur 5-6-7,9 pu.
Raulin avec amidon de riz. — Éléments allongés semblables à ceux des colonies développées sur carotte et sur gélose maltosée.
Milieu de Gorodkowa. — Ayant eu l’occasion d’éludier, en vue de rechercher si celte levure sporulait, le développement sur ce milieu, nous avons observé à plusieurs reprises l'aspect des cellules. Après 2 Jours, elles ont l'aspect ordinaire de celles sur gélose maltosée. Leur laiile est cependant légèrement plus petite. Après 5 jours, les formes allongées prédominent ; le contenu est jaunâtre uniformément granuleux; les
granules réfringents des pôles ne sont plus visibles.
Quelques cellules gardent encore cependant un gros
granule, mais elles sont rares. Dimensions : 4-6-6,5 y.
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b) Milieux liquides :
Lait. — 10 jours : Forme allongée, rarement ovalaire.
Le bourgeonnement paraît aclif. Quelques éléments
FiG. 10. — Mycoderma du vaccin.
Cellules provenant d’un voile formé sur jus de carotte, 10 jours à 18° ; nombreux globules huileux.
Dessin à la chambre claire; ocul. 4; obj. apochr. 1,5.
bourgeonnants s’étranglent en leur milieu. Longueur
ordinaire : 5,5-6-7 nu. Même aspect après un mois.
Jus de carotte. —3 jours : Formes allongées de grandes dimensions. Les cellules du voile, observées après
10 jours, présentent de nombreux granules réfringents
PT ER plus volumineux que ceux observés sur les autres milieux, disposés aux pôles ou en chaîne le long de l’un des bords. (CF. fig. 10.) La coloration rose que prennent ces formations avec la teinture d’orcanette acétique indique que ce sont des globules huileux. Longueur des cellules = 6,v71etr9 nv.
Liquide de Raulin acide normal. — 10 jours à 18 : Les éléments ovalaires sont les plus nombreux; quelques-uns offrent une membrane épaisse ; parfois ils se groupent en chaînettes de 3 ou 4 individus. Le plus souvent la longueur est de 6»; les plus petits mesurent D,», les plus allongés 7 y.
Liquide de Raulin neutre. — Examen après 3 jours : Les formes allongées dominent, mais les formes ovalaires sont plus fréquentes que dans les autres milieux (sauf le liquide de Raulin acide) ; plusieurs bourgeonnent. La longueur varie de 3 à 6 y. Quelques rares peüites cellules mesurent 3 . Au bout d’un mois et 10 jours, on observe un assez grand nombre de cellules déformées, mais de taille ordinaire. ;
Liquide de Raulin avec urée. — 12 jours : Cellules à oros granules réfringents bien visibles; bourgeonnement assez fréquent; quelques formes ovalaires. Elles sont longues de 5,5 et 6 p.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Formes allongées et formes ovales. De nombreux éléments bourgeonnent par plusieurs points à la fois. Dimensions : 5-5,9-7 4 (10 Jours).
Avec lactose. — Cellules de grande taille, allongées parfois en biscuit légèrement étranglé au milieu ; bourgeonnement fréquent par petits groupes de deux ou trois
TRE cellules filles à un même pôle de la cellule mère. Quelques-unes sont déformées en massue. La longueur varie de 6 à gp (10 jours).
Avec maltose. — Aspect des cellules observées le plus ordinairement; longueur 4,5-5 et 6. L'examen a été fait après 10 jours. Des préparations examinées le 20° jour montrent des formations filamenteuses, quelquefois ramifiées. (Voir les fig. 11 et 12.)
Mycoderma du vaccin.
Fic. 11. — Cellules d'un voile formé Fi. 12. — Cellules d’un voile formé sur liquide de Raulin maltosé. sur liquide de Raulin maltosé ; formations filamenteuses. Dessinées à la chambre claire avec l'appareil de Zeiss; ocul. 4; obj. apochr. 1,5 Zeiss ; dessin réduit de 16 à 9 centimètres.
Liquide de Raulin qglycériné. — Quelques individus sont groupés par chaîne de 3 ou 4. On observe des cellules ovalaires à membrane épaisse. Dimensions : 9 et Go
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IT. — CARACTÈRES MACROSCOPIQUES DES CULTURES
a) Milieux solides :
Carotte à 18. — Enduit visqueux blanc grisâtre peu épais. Se développe plus lentement que les cultures sur même milieu des trois autres levures. Il faut 4 ou D Jours pour couvrir une petite surface de la tranche de carotte. Comme nous le verrons plus loin, à l'étude des températures de développements, c'est à température assez basse que cette levure semble le mieux végéter. |
Pomme de terre. — L’enduit blanc brunâtre, qui se forme à température du laboratoire plus rapidement que sur tranche de carotte, prend après 5 à 6 jours une coloralion gris beige qui s’accentue après 10 à 12 Jours et devient beige foncé, avec des bords rose lie de vin. La culture forme un enduit épais, à surface granuleuse. Les bords sont arrondis avec indication de lobes sur le pourtour.
Gélose maltosée. — Après 48 heures, cullure blanc gris sur la strie d’ensemencement£. Au 4° jour, on a une belle strie grise à bords légèrement sinueux.
Jus de carotte gélosé. — Le 3° jour, on voit une culture en enduit gris assez épais, à bords arrondis, qui
recouvre la strie d’ensemencement.
Gélose de Gorodkowa. Sur ce milieu, le champignon pousse assez abondamment. Après quelques jours, une belle colonie gris rosé occupe toute la hauteur de la strie ; un bourrelet en saillie large de 1 à 2 millimètres
limite la culture, les bords sont sinueux. Au bout d’un
spas mois, la culture est entièrement teintée de rose, les bords restant gris rosé.
Albumine d'œuf de poule. — Début, le 2° jour, d’un faible enduit blanc. Après 10 jours, il est de coloration rosée ; la croissance est très lente. La levure Mycoderma pousse mal sur ce milieu.
Raulin acide gélatiné. — La culture apparaît seulement au 6° jour. Le 10° jour, il s’est développé un enduit blanc gris, à bords unis, d'aspect desséché.
Raulin neutre gélatiné. — De même que pour le milieu précédent, le début de la culture sur Raulin neutre gélatiné est plus tardif que pour les autres espèces décrites, et c'est seulement le 6° jour que de petites colonies grises se développent. Après 10 jours, la strie est grise, moins épaisse que sur Raulin acide gélatiné, à bords unis.
Raulin avec amidon de riz. — Une très légère liquéfaction se produit à la surface de l’empois.
Gélatine en piqüre. — Colonie en clou. La tête, de coloration gris rosé, est étalée, à bords lobés ; la pointe présente de larges lobes, mais peu profonds. Il ne se produit pas de liquéfaction.
Cullure géante. — Colonie en large tache, à bords plats, blanc grisâtre ; le centre est teinté de rose.
b) Milieux liquides :
Jus de carotte. — Après 10 jours, voile épais blanc rosé dont les bords sont repliés en anneau sur les parois du récipient ; un dépôt assez abondant en garnit le fond.
Liquide de Raulin acide normal. — Examiné en fiole d'Erlenmeyer après 14 jours : de très nombreuses petites parcelles arrondies, grisâtres, parfois confluentes en
TH EREArTe taches de diamètre dissemblable, forment une sorte de voile. Le liquide est limpide ; un très léger dépôt floconneux s’est accumulé au fond.
Liquide de Raulin neutre. — À 25° : 48 heures après l’'ensemencement, on observe un début de voile très dilacéré, gris ; de petits flocons de même couleur adhèrent aux parois. Le 3° jour, le voile est plus continu ; sur une certaine épaisseur (quelques millimètres), le liquide, au voisinage de la surface, tient en suspension de nombreux flocons. L'examen macroscopique du 15° jour montre un voile continu, mais mince, un anneau bien formé ; le liquide contient des flocons sur l'épaisseur d'un demi-centimètre.
Liquide de Raulin avec urée. — 4 jours: Début d’anneau gris, mince. 12 jours: Voile peu épais formé de taches ayant l'aspect graisseux ; anneau ; le liquide n’est pas troublé.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Après 3 jours, on ne note qu'un léger début d'anneau. Le 5° jour, un voile mince, déchiquelé, a fait son apparition. Le 12% jour, ce voile est plus étendu et occupe toute la surface, mais il est interrompu par de nombreuses fentes et de peu d'épaisseur.
Avec lactose. — Le 3 jour, un léger dépôt s’est formé au fond ; le 5° jour, il existe un voile épais blanc rosé avec interposition d'air. Ce voile s’épaissit de plus en plus et prend une coloration rose jaunâtre.
Avec maltose. — Très léger dépôt au début. Après o jours, on observe un trouble léger sur ‘plusieurs centimètres dans le liquide (en tube). Le 12° jour 1l s’est
formé un voile gris mince, et des traïnées blanc grisà-
Re tre flottent dans le milieu. Au 20° jour, on observe un beau voile plissé renfermant des bulles d'air.
Liquide de Raulin avec glycérine. — Rien le 3° jour. Quelques très minces parcelles de culture grise flottent dans le liquide examiné après b jours. Le 12° jour, on observe cependant la formation d'un voile mince et d’un anneau sur les parois. Tous deux sont de coloration grise.
Propriétés biologiques
I. TempérarTure. - Celte levure pousse à basse température. Après 40 heures à 14° (température du soussol du laboratoire), un enduit blanc gris, visqueux, assez épais, se développe en plusieurs points de la tranche de carotte ensemencée. Le 6° jour, cet enduit en occupe toute la surface; il est épais et de teinte blanc grisâtre. À 18-20°, le développement est encore assez beau, mais à 25° la culture pousse mal; à 37°, la croissance est très lente; à 45°, la levure ne végète plus.
Nous avons examiné au microscope l'aspect des cellules des cultures à 14° et 45°. À 14°, après 12 jours, les éléments sont allongés, mesurant 5 à 6 de longueur; souvent on observe un ou deux gros granules réfringents. De nombreux éléments bourgeonnent.
À 4o°, après » jours, les cellules sont très petites ; leur plus grande longueur ne dépasse pas 4 p. Quelquesunes s'étirent légèrement et se déforment, mais il n’y a pas de formation mycélienne.
A — 5° C., les cellules observées au microscope paraissent se maintenir vivantes, mais la levure ne végète pas à cette température.
Mie
Il. SPORULATION. — Examinée à plusieurs reprises sur bloc de plâtre, nous n’avons pas observé la formation de spores. Aussi négative a été la recherche sur la gélose de Gorodkowa, milieu sur lequel cette espèce pousse bien. Les voiles, les cultures en milieux défavorables, n’ont jamais montré de sporulation.
IIL. Voices
Jus de carolle. — Voile épais, anneau, dépôt.
Liquide de Raulin acide normal. — Voile très mince, anneau ?, dépôt floconneux.
- Liquide de Raulin neutre. — Voile continu dès le 3° Jour, anneau.
Liquide de Raulin avec urée. — Voile et anneau.
Liquides de Raulin sucrés :
Avec glucose. — Voile déchiqueté ; pas d’anneau bien
nef.
Avec lactose. — Voile de mycoderme très caractéristique, dépôt, anneau se confondant avec les bords du voile.
Avec mallose. — Voile plissé épais et très léger dépôt.
Liquide de Raulin avec glycérine. — Voile et anneau.
IV. FERMENTATIONS. — Epreuve négative avec les so
lutions de glucose, lévulose, maltose, saccharose, lactose.
V. AFFINITÉS. — Malgré la forme ovalaire d'une grande partie des éléments, la présence de voiles muqueux emprisonnant l'air, l'absence de fermentation, rapprochent beaucoup cette levure des Mycodermes. Nous l’appellerons donc Mycoderma du vaccin.
VI. ACTION PATHOGÈNE. — Une dilution de culture
roue sur Carotte âgée de 3 jours a été répartie en 3 doses. 19 est injecté dans la veine marginale de l'oreille du lapin. Une autre dose de > cm. ce. est injectée par voie sous-culanée au cobaye; enfin, la 3° dose est répandue sur les scarifications faites à la vulve. Sauf un léger suintement dans la région vulvaire (observé un soir, et lari le lendemain), ces inoculations ont été completement négatives.
CHAPITRE V TABLEAUX RÉCAPITULATIFS
TABLEAU 1. — LEvURE « ToruLza I »
A. Caractères morphologiques
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TABLEAU 2..." LEVURE NC TORULA II»
A. Caractères morphologiques
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TABLEAU D PULPES VACCINALES 1 dE LA qe REÉE Marseille # | glycérinée . + | + de Paris D glycérinée. + | : non glycérinée. nn Se Paris 6 glycérinée . 2E | 3È : non glycérinée 2 Gi Marseille | elycérinée 1 Fe de É : non glycérinée, ce Asino Marseille 8 glycérinée . L de o Paris 10 non glycérinée. ae Marseille 11 non glycérinée. + 2 Lille 12 non glycérinée. 2e ae Lausanne .13 non glycérinée. ue Marseille 12 non glycérinée Se de « non glycérinée. un + Paris 13 glycérinée . + “Æ Marseille 14 non glycérinée. - : ; . { non glycérinée. an + Asino Marseille 15 elycérinée . de sa a Lapin 16 non glycérinée. un + Lille ÂT non glycérinée. e + Asino Marseille 18 non glycérinée.
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Asino Marseille provenance directe.
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1. Le nom de ville indique la provenance du vaccin inoculé au veau dont
le numéro suit.
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Nous donnons dans le tableau 5 (page 77) le résultat
des recherches faites sur la fréquence des levures étudiées dans les pages qui précèdent.
On voit immédiatement que la présence de levures
a été constatée dans toutes les pulpes fraîchement pré-
parées que nous avons examinées. La forme Torula I a
été reconnue dans presque tous les vaccins, puis c'est
la forme Torula IT qui est la plus fréquente, la forme Torula TIT et la forme Mycoderma ayant été trouvées bien moins souvent.
Une autre constatation à faire, c'est la présence des levures dans la pulpe fraiche et dans la pulpe glycérinée en nombre à peu près semblable. (Voir le tableau comparatif du chapitre II, 3° partie, p. 92.)
Mais tous les vaccins dont il s'agit dans ces deux ta-
bleaux sont âgés de moins d’un ou deux mois; nous avons recherché les levures dans des pulpes plus âgées. Les résultats ont élé complètement négatifs pour des pulpes recueillies depuis 5 et 6 mois, depuis 3 mois même pour un échantillon de vaccin en tube provenant de l’Institut de vaccination de Tours.
Les premières avaient été conservées dans un soussol dont la température a varié de où 10°, la dernière élait restée à la température d’un laboratoire, 18 à 20°.
Ajoutons que ces recherches nous ont permis d’observer en même temps-que les levures un certain nombre d’autres microorganismes. Nous croyons utile de citer les formes suivantes rencontrées plus ou moins fréquemment.
Des champignons :
Un Penicillium provenant d’une pulpe employée par
SAT o
le service de vaccination de la ville de Besancon. Ce Penicillium a été isolé et nous avons demandé à M. J. Beauverie de bien vouloir le déterminer.
« Mycelium hyalin blanc; les cultures ont un aspect farineux.
Hyphes stériles couchés, cloisonnés, ramifiés; hyphes fertiles dressés, cloisonnés, courts, comportant seulement 2 ou 3 cellules superposées ; longueur 20 à 4o y, le plus souvent 0; ces hyphes fertiles sont ramifiés à l'extrémité en pinceau. | . Conidies ovoïdes allongées de 6 X 2,5 p.
Celte forme se rapproche le plus de :
Penicillium brevicaule Sacc., var. glabrum Thom. Elle en diffère surtout par les conidies plus petites dans notre forme, soit 2,5 X 6 au lieu de 7-8 X 8-10 y; par une forme ovoïde mais non pyriforme. »
Un Streptothrix retrouvé dans 2 ou 3 tubes de gélose mallosée ensemencée avec des pulpes lyonnaises est sans doute celui signalé par SABRAZES et Jozx [CLXIV bars].
Des bactéries :
Sur gélose maltosée ensemencée avec la pulpe de Lausanne ! V. 39, nous avons observé des colonies blanc porcelaine constituées de cocci prenant le Gram. des bacilles très fins ; dans V. 40 (Suisse) : des staphylocoques donnant sur gélose mallosée des colonies arrondies blanches.
Un enduit laiteux développé sur pomme de terre a montré à l'examen microscopique des bactéries possé-
1. Nous indiquons, pour abréger, le numéro du veau avec la provenance du vaccin qui lui a été inoculé.
NOTE dant une très forte capsule, de dimensions tout à fait anormales. Nous avons observé également dans les préparations faites de cet enduit des diplocoques, des bacilles avec condensation aux pôles, des bacilles très fins et des bacilles à spores exogènes. :
V. AM. a montré des cocci en colonies blanches non liquéfiantes, des bacilles grêles et des bacilles plus épais formant des colonies en enduit grisätre sur agar maltosé.
V.5 P., des staphylocoques en colonies blanches laiteuses arrondies et des cocco-bacilles.
V. 6 P., des bacilles courts, trapus, de gros staphylocoques ; V.7 M. et V.8 M., des cocci en colonies jaune soufre.
La pulpe V. 10 P. a montré des coccr souvent disposés par deux; il en a été de même pour V. 11 M. Dans ces deux dernières nous avons constaté aussi la présence de cocct blancs liquéfiants.
Les cultures des autres pulpes examinées nous ont fourni, la plupart, des colonies blanches ou blanc grisâtre qui ressemblaient souvent à des colonies de levures ebn’élaient reconnues qu’à l'examen microscopique.
En somme, ces quelques indications s'accordent bien avec les résultats du travail de SAcQuÉPÉE [CLXV] qui décrit dans la pulpe vaccinale : un coccus blanc non liquéfiant, un coccus blanc liquéfiant, un coccus jaune, le B. sublilis, le B. mesentericus vulgatus.
Un staphylocoque en colonie jaune qui nous semblait intéressant, et que nous avons isolé, nous a donné sur agar, en strie, un bel enduit jaune offrant presque la
coloration du staphylocoque doré. Mais il ne liquéfiait pas
RTE la gélatine et présentait sur agar une surface plissée, en certains points vermiculée, n'ayant pas l'aspect granuleux que le S. pyogenes aureus prend sur ce milieu.
Cette forme, que d’ailleurs nous n'avons observée qu’une fois, doit être, comme les éléments encapsulés et les bactéries à spores en clou signalées plus haut, d’ap-
parilion accidentelle dans la pulpe vaccinale.
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LES LEVURES ET LE VIRUS VACCINAL
Dès les premiers travaux de Harrier et Zurn et de KEBER, que nous avons mentionnés précédemment, on s’est demandé si les éléments organisés trouvés dans la lymphe étaient les agents ducontage. Caauveau [LVIIT), à la même époque, démontrait que le virus réside dans des corpuscules solides. Il est donc tout naturel que les premiers auteurs qui se sont occupés de la question aient vu dans le parasite qu’ils avaient observé le porteur du virus vaccinal. Avec KeBer [CXXI), une forme dont la . description paraît bien se rapporter à une levure est considérée comme agent de contage. Avec Coux [LVIT), c'est un Microsphæra; KieBs [CXXIV fer] décrit le
Tetracoccus variolæ. Grâce au perfectionnement des
milieux optiques et des procédés de cullure, on découvre dans la lymphe une série de bactéries : MEGnIN, Kocn, Quisr [CLVI} décrivent des microcoques; Voicr,
ou parmi les trois espèces qu’il étudie, sépare un microcoque de petite laille, souvent disposé en groupes de deux éléments, formant des colonies blanches sans liquéfaction de la gélatine ; il l'appelle Vaccinocoque [CLXXIT |.
De nombreux auteurs ont encore étudié la question de la nature bactérienne du virus vaccinal. Nous renvoyons aux Historiques de L. Preirrer [CL et CLI}, de SACQUÉPÉE | CLXV], Macé [CXXX VII}, pour l'étude de ce sujet. Citons seulement, parmi les plus affirmatifs, GARRÉ (1887) : il considère un microcoque comme spécifique ; CopemAN [LXV }, qui décrit le Vaccinebacillus, petit bacille fin, différent nettement du bacille du foin. C’est un diplocoque pour RuErTE et Enocx (1893) [CLXIV |. Pour d’autres, il s’agit de parasites végétaux plusélevés ;en organisation. Ainsi, Burrersack [XL VI] décrit des filaments et des spores dans la Iymphe vaceinale, les filaments étant plus nombreux dans les pustules en voie de croissance, où ils forment un réseau délicat. Les spores sont, d’après cet auteur, plus abondantes après la maturité. Par inoculation à l’animal, ces forma- . tions auraient donné naissance à des pustules typiques. D’après Kezscn{CXXIT}, il s'agirait là de pseudo-champignons quiseraient seulement des productions artificielles dues à une technique opératoire défectueuse.
Nous pouvons rappeler ici que, en ce qui concerne la variole, dès 1881, RENAUT [CL VIII avait signalé des inclusions cellulaires de type tout à fait particulier dans les processus de pustulation variolique. Van DER Lorr décrit, dans le sang des varioleux, des enfants vaccinés et des veaux inoculés (au début de l'affection), un para-
site animé de mouvements propres, par oscillation de
te Ps flagella. Mais c’est surtout en 1892 que les travaux de GuaRNIERI [CIT} orientent les recherches d’un côté tout différent avec la découverte du Cytoricles vaccinæ. Aussitôt apparaissent des contradicteurs : Ferro et Massar [XCIT), E. Preirrer [CXL VII}. D’autres protozoaires sont décrits par L. Preirrer [CXLIX], Bosc [XXXI}, CLarke, RoGEer (dans la variole), Fuck, avec le Sporidium Vaccinale | XCV |, Isnicamr [CX VIT) qui étudie un parasite très voisin du Microsporidium bombycis de la pébrine, Vozrino [CLX XIII), ete. Srecez [CLXVII] déclare avoir réussi à oblenir des cultures pures de Eylorictes Guarnierr. Ce savant étudie à la même époque les granules du virus vaccinal ; mais, devant les résullats contradictoires de ses recherches, il réserve sa réponse. À l'hypothèse de GuaRrNIERI, répondent Pro- WAZEK |[CLIV}, qui fait dériver le pseudo-protozoaire d’altérations du noyau; Sazmon [CLXVI), Hucxez, qui le considèrent comme un aspect présenté par les altérations de cellules migratrices. Avec Borrez, Kerscu [CXXII}, après des expériences de culture par inoculation dans la cornée de lapin, conclut à des formes de polynucléaires. |
En même temps que ces nombreuses recherches, paraissent des études où d’autres microbes sont proposés comme agents de contage : Proca, en 1910[CLIIT}, décrit le Cladothrix vaccinæ ; NAKkANISH1(1912)| CXLIIT }signale constamment dans la lymphe et lend à considérer comme spécifique le Bacillus vartabilis lymphæ vaccinalis. Ragiwovircn (1911) a trouvé constamment dans les organes de sujets morts de la variole, ainsi que dans la lymphe vaccinale, un diplostreptocoque (Contribution à
BONES
l'étude de l’agent pathogène de la variole et de la vaccine. Ann. des Sc. médic., janvier 1911). BEzIN [XV] décrit au virus vaccinal une morphologie assez complexe et distingue : 1° des corpuscules ultra-microscopiques (qui mesurent moins de 1 p); 2 des corpuscules microscopiques (plus de 1 p); 3° des cellules souches dans l’intérieur desquelles on peut voir parfois des figures de segmentation; 4° des flagelles qui peuvent se séparer el se déplacer seuls dans la préparation. Enfin, pour certains, agent de contage du vaccin est un microbe invisible assez semblable à celui de la clavelée qui peut passer à travers la bougie Berkefeld, mais qui est retenu par la bougie Chamberland F.
L'importance de la question est bien démontrée par le nombre de ces travaux, et si nous essayons de tirer une conclusion des faits indiqués par ces auteurs, nous voyons que rien de certain n’est encore connu. L'hypothèse, qui serait donc encore permise, élant donné la fréquence de ces champignons dans la pulpe vaccinale et qui d’ailleurs a été plusieurs fois envisagée positivement (cf. HazLier, Buisr, etc.), de levure comme agent spécifique, ne nous paraît pas cependant devoir être proposée.
Les inoculations faites au cobaye, spécialement celles par scarification vulvaire, ne nous ont pas donné de résultats (cf. p. 96).
Surtout, les recherches faites avec la Iymphe recueillie dans les pustules d'enfants récemment vaecinés s'opposent à cette identification des levures étudiées plus haut au virus du vaccin. Nous avons récolté le produit des
grosses pustules ouvertes, comme il s’en présente sou-
vent chez les enfants vaccinés pour la première fois, soit par raclage avec l’üse de platine, soit par aspiration au moyen d’une pipette stérilisée. Les ensemencements sur carole, sur pomme de terre, sur gélose maltosée, n’ont donné que des cocci, parfois de courts bacilles, mais jamais de levures.
Réactions humorales
Nous avons également étudié le sang des lapins vaccinés. [mitant le procédé que Widal et Abrami on pré-
conisé pour la sporotrichose, nous avons essayé la sporo-
agglutination. Avec le sang de lapin vacciné depuis 8
jours, la réaction a été complètement négative au 1/20, 1/90, 1/300, 1/500, en présence des dilutions faites dans le sérum physiologique des levures Torula I el Mycoderma. Faisons remarquer à ce sujet la nécessité de l’examen microscopique dans la recherche du pouvoir agglutinant d'un sérum lorsqu'il s'agit de champignons. Avec les levures, macroscopiquement, les tubes paraissent donner un résultat positif; si l'on examine un tube témoin, on s'aperçoit que partout il s’est formé un dépôt. Seul l'examen au microscope peut donc donner des résultats précis, et encore l’agglutination serait-elle moins nette chez certaines espèces dont les éléments sont plus ou moins groupés. Dans les formes étudiées ici (qui, lors de l'étude du sérum de lapins inoculés avec les levures Torula I et Mycoderma du vaccin, nous ont donné des résultats positifs au point de vue agglutination), formes le plus souvent isolées ou par chaïînettes ne dépassant pas 2 ou 3 individus, l’aspeet était très
reconnaissable. On pouvait comparer cette agglutina-
DT ONU tion à celle de l'Eberth, sauf, bien entendu, la mobilité des éléments.
L'hémoculture pratiquée sur pomme de terre et gélose maltosée a été négative. Des colonies de cocct sont apparues, mais il y avait absence complète de levures.
Le fait de la filtrabilité du virus, quoique récemment la question ait été remise en discussion (JULLIEN [CXVIIT]) ferait aussi écarter l'hypothèse des levures comme virus du vaccin.
Il semble donc qu'il soit plus vraisemblable de ranger les levures du vaccin au nombre des saprophytes constamment trouvés dans la pulpe vaccinale, saprophytes qui jouent peut-être un rôle plus ou moins actif dans les phénomènes qui accompagnent la vaccination antivariolique. Remarquons cependant que pour être affirmatif sur la question de ces rapports de la levure avec l'agent de contage, il faudrait une série d’études complètes sur le singe, par exemple, études d'inoculation avec plusieurs passages successifs, exigeant un matériel qu il est difficile de se procurer.
Il eût été intéressant de voir si l'étude de ces levures pouvait donner quelque renseignement sur la question des rapports de la variole et de la vaccine. Dans le cours des années 1912, 1913, il ne s’est produit à Lyon aucun cas de variole authentique et la recherche de levures n’a pu être faite chez des varioleux. D'ailleurs, nous n'avons pas trouvé d’auteurs signalant la présence de ces champignons dans la Iymphe variolique. Seules quelques descriptions de protozoaires douteux offrent quelquefois certains rapprochements à faire avec des
formes levures.
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Origine possible de ces levures
Il restait à se demander, puisque nous écartons l’identité avec le virus, d’où proviennent ces champignons qui se trouvent si constamment dans la pulpe vaccinale animale. |
La présence des microorganismes saprophytes de la pulpe vaccinale est expliquée ainsi par plusieurs auteurs : Microbes des poussières, des litières des étables, de l'air, parasites vivant sur les téguments ou.à l’intérieur des téguments des animaux vaccinifères; la présence de levures dans la glycérine a été observée,, mais nos chservations montrent que le nombre des levures est aussi grand dans la lymphe fraîche que dans la pulpe glycérinée.
Tous les auteurs qui traitent la question des microbes de l’air ont signalé la présence de levures : MIQuEL et CamBIER [CXLII}, Miquez [CXLI], Sarrory et Lan- GLAIS [CLXVI bis], etc. La technique de la recherche des microbes dans l'air a suscité récemment l’intéressante communication de MM. G. Bonnier, MATRUCHOT et Comges !, où ils indiquent la manière de récolter le, « Plankton » aérien. Malheureusement, la difficulté des identifications ne permet pas de rapporter la plupart des formes mentionnées à des espèces ayant des caractères bien tranchés.
Signalons aussi que des levures (le plus souvent sans
1. G. Bonnier, L. Marrucnor et R. Comres : Recherches sur la dissémination des germes microscopiques dans l’atmosphère. C. R. Ac. des Sc., t. CLIT, 13 mars 1911.
ere autre déterminalion) ont été signalées sur la peau des animaux et dans les pailles qui servent à confectionner les litières.
Cette dernière origine parait, dans le cas particulier des levures de la pulpe vaccinale, pouvoir présenter quelque vraisemblance. L'origine aérienne peut aussi être envisagée avec cette réserve que les rayons solaires ont, d’après plusieurs auteurs, une action destruc-
ve très nelle vis-à-vis d’un certoin nombre de levures.
LES LEVURES ET LA CONSERVATION DU VACCIN
La conservation de la pulpe virulente préoccupe tous les Instituts producteurs de vaccin. Malgré les bons résultats donnés par l’emploi de la glycérine, préconisé par CoPEMAN, des reproches sont faits à ce procédé, et la recherche de produits ne présentant pas ses inconvénients a été entreprise depuis déjà plusieurs années. On a proposé l'acide phénique etle chloroforme. Repin | CLIX}, en 1910, recommande la glycérine dans laquelle ont macéré des champignons (Russula emelica, R. delica, R. Queleti), additionnée d’un centimètre cube de solution de tyrosine. Enfin, tout dernièrement, le D' FranKx- Braxazz [XXV bis}, dans la Revue internationale de la vaccine, signale l’emploi de l'essence de girofle.
Nous avons essayé de rechercher l’action de la glycérine vis-à-vis des levures. D’abord, en étudiant la présence des quatre espèces isolées respectivement dans la pulpe fraîche et dans la pulpe glycérinée. Les résullats obtenus, consignés dans le tableau suivant, montrent qu'il n’y a pas de changement, cé qui d'ailleurs élait à prévoir, certaines levures (des Mycodermes surtout) végétant tout à fait bien sur les alcools el habitant normalement la glycérine.
Une autre série de nos recherches a porté sur des
OS cullures de levures soumises à l’action de la glycérine. Pour cela, le produit de raclage de colonies de levures élait mélangé avec un volume d’eau stérilisée et deux volumes de glycérine. Après un contact de quelques heures, le milieu ayant été agité à plusieurs reprises, l’'ensemencement élait fait sur gélose, jus de carotte,
et sur pomme de terre.
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Au bout de 20 à 25 heures, les quatre tranches de
Te us pomme de terre se couvraient d’un bel enduit constitué par des colonies bien développées.
Les ensemencements sur gélose jus de carotte, mis au frigorifique à
o°, ont montré à l'examen microscopique que les levures s'y conservent vivantes, mais ne végèlent pas. Macroscopiquement, une très mince couche grisâlre, à peine visible, occupe seule la surface ensemencée. Au microscope, les cellules des colonies développées sur pomme de terre étaient d’aspect normal.
Depuis quelque Lemps, on étudie aussi beaucoup l’action des basses températures dans la conservation du vaccin. Le D' Borrez, un des premiers, puis FRanx- BLaxazz et FREMLIN, ont fait connaître que, après 6 mois et même 2 ans à — 5°, la pulpe glycérinée était dépouillée de ses germes adventices, sans aucun préjudice de son action spécifique. Camus [XLVIIT bis] s’est aussi beaucoup occupé de cette question.
Nous avons soumis des cultures pures des quatre levures isolées à des températures variant de o° à 14° (glacière el sous-sol du laboratoire) et à — 5° C (température constante d’une salle frigorifique).
À 14%, les Torula I et ZIT, la forme Mycoderma du vaccin poussaient bien; seule la Torula IT végétait faiblement. La forme Mycoderma montrait une croissance abondante et rapide, s’'accommodant beaucoup mieux de cette température que de celles dépassant 25°. Au voisinage de o°,les levures, sauf Torula IT, se sont comportées d’une manière semblable.
A carotte ont permis de constater que, sauf Torula TIT,
», les ensemencements sur gélose avec jus de
qui végétait, très faiblement d’ailleurs, les formes exa-
AC minées conservaient leur vitalité, mais ne végétaient pas.
Le produit du raclage de la strie d’ensemencement a montré, pour T'orula 7, des cellules à membrane épaisse, avec des éléments en semelle ou plus ou moins déformés (examen après 19 Jours).
La levure Torula 11 du vaccin avait formé à la surface du milieu un très faible enduit blanc grisâtre ; les éléments bourgeonnant souvent présentaient parfois un épaississement de la membrane.
Les cellules de Torula LIT étaient normales. Quant à la forme Mycoderma, plusieurs cellules étaient disposées en chaïinette de 3 à 6 éléments, avec de temps en temps l'intercalation de cellules de plus grandes dimensions ressemblant à des formes de résistance.
Remarquons que ces dernières recherches demandent à être faites au moyen d'expériences de longue durée et que nous ne donnons ici qu’à titre d'indication les résultats que nous avons obtenus.
La question des levures dans ses rapports avec la conservation de la virulence à été déjà étudiée par Buisr. De ses longues recherches, effectuées principalement sur des singes, cel auteur conclut à l’action favorisante des levures dans les réactions vaccinales : « J’en arrive à cette conclusion que l’inoculation de levures modifie d’une manière favorable l’action de la variole et de la vaccine » [XLII]. Malheureusement, pour les raisons données plus haut, ces recherches n'ont pas donné le résultat qu'on en attendait.
Reprises avec des cultures pures d'espèces soigneusement isolées, elles pourraient:donner certainement
d’utiles indications.
ROLE PATHOGÈNE DES LEVURES DU VACCIN
Une des questions les plus importantes au point de vue pratique est celle qui préoccupe depuis longtemps les hygiénistes. Les microorganismes qui accompagnent le virus vaccinal, les espèces saprophytes de la pulpe, sont-ils pathogènes ?
Ce sujet est d’autant plus intéressant que le rôle pathogène de certaines levures est acquis. Nous mentionnerons seulement les cas d’'ACHALME et TROISIER, NEUMAYER, LE DAnNTEC, MAGGIoRA et GRADENIGO, BLAN- CHARD et BiNor, LEGRAIN, Busse, elc. ; les levures pathogènes (?) étudiées par Lesteur, en collaboration avec GUILLIERMOND et BEAUVERIE. Il faut citer aussi les observations de Marruccr et SIRLEO, KAHANE, SAN FELICE, CorsEeLzLzi et Frisco, RoncaLr, PLIMMER, et la théorie blastomycélienne du cancer. Sans insister sur ces dernières publications, mentionnons que la fréquence de ces découvertes a provoqué l'apparition de travaux qui étudient, d’un point de vue général, le rôle pathogène des levures. Pour le muguet, par exemple, la thèse de Mie Daïreuwa [LXXVI]; les recherches de Mac [CXXXVI] pour les levures en général; le travail de Nesczapimenko [CXLIV}, de FrancuerTTi | XCI].
La réponse à la question du rôle pathogène possible
ot des microorganismes secondaires de la vaccine à été donnée par de nombreux auteurs : Voir, CHALYBÆUS, Srumer ; Frosca [XCIV} et KircunEer | CXXV) critiquent l'opinion de LaNDuMaAnN, qui prétend avoir isolé de nombreux staphylocoques pathogènes ; SAGQUuÉPÉE [CLXV }, Pix [CLIT} concluent à l'absence d’espèces pathogènes parmi les microorganismes du vaccin. Cependant, en 1894, LEONI, dans une communication retentissante au Congrès international de Rome, les accuse de réactions phlegmasiques dangereuses. Les affirmations de LÉonI ont élé vivement combattues, et l'extrême rareté des affections secondaires dans la vaccination est venue renforcer les idées dont Varrrarn [CLXX], Kezscn [CXXIIT}, etc., se sont faits les défenseurs.
Il était nécessaire de rechercher avec soin si les levures nouvellement isolées pouvaient rendre nuisible l'emploi de la pulpe animale. Pour cela, nous avons pratiqué les inoculations suivantes : des cultures pures des deux premières levures isolées (parmi lesquelles se trouve Torula 1 du vaccin, la plus fréquente) ont été diluées dans le jus de carotte. Un lapin recevait une injection de 2°%5 dans la veine marginale de l'oreille. Deux cobayes étaient ensuite inoculés : l'un par voie sous-cutanée (injection de » centim. cubes), l’autre par scarification au scalpel de la région vulvaire après quoi la dilution était largement répandue sur la surface ainsi traitée. Les observations répétées à peu près journellement n’ont montré aucun changement dans l’état de ces animaux. Un très léger suintement de la région vulvaire, observé chez une des femelles inoculées par
scarificalion, disparut en un jour.
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Quant aux deux autres levures plus tardivement isolées, elles furent inoculées seulement par injection souscutanée; elles n’ont produit aucune réaction ganglionnaire ni générale.
Nous avons aussi examiné le sang des animaux inoculés, d'abord au point de vue des propriétés du sérum. Le pouvoir agglutinant s’est montré assez faible. Un premier examen fait au bout de deux heures a donné, pour la levure Torula 1, une agglutination nette (formaton d’amas d’une vingtaine d'éléments) au 1/20. Deux heures après, l’agglutination avait apparu faiblement au 1/90; négative au bout de deux heures, pour les dilulions au 1/300 et 1/500, elle l'était encore après quatre: les cellules de la dilution témoin, examinées pour vé- “rification à plusieurs reprises, se sont montrées constamment isolées ou groupées par deux ou trois seulement. Pour le sérum du lapin inoculé avec la levure Mycoderma, la réaction a été encore plus faible ; deux heures après la mise en marche de l'opération, l’agglutination ne s'était effectuée dans aucun tube. Après quatre heures, l'examen a montré dans la dilution à 1/20 quelques rares petits amas de 4, 5 ou 6 individus au milieu de beaucoup de cellules isolées; au 1/50, aspect identique ; rien au 1/300 et au 1/500.
La recherche faite du pouvoir agglutinant du sérum du lapin inoculé avec la levure Mycoderma par la dilution de Torula 1 a été négative à tous les taux. Il en a été de même pour l’action du sérum de lapin inoculé avec Mycoderma du vaccin vis-à-vis de Ia dilution de Torula I.
Pixoy cite, dans l’article « Champignons du sang »
2 ie du traité publié sous la direction de Gizserr et WeEix- BERG [CLII bis}, des formes levures qui végètent dans ce milieu. Nous avons recherché s’il en était de même pour les levures inoculées au lapin dans le sang circulant. L’hémocullure pratiquée dans ces deux cas a été très positive pour les deux formes; le sang du lapin inoculé avec la Torula I Surtout a donné sur pomme de terre de belles colonies, ainsique sur gélose maltosée. Avec la forme Mycoderma, les levures n’ont élé retrouvées que sur tranche de pomme de terre. Cette dernière espèce d’ailleurs, ainsi que nous l’avons vu plus haut, pousse assez mal au-dessus de 25°.
Il nous semble permis de conclure, à la suite de ces diverses recherches, que les espèces de levures isolées de la lymphe vaccinale ne sont pas pathogènes et que, par conséquent, leur présence ne constilue aucun danger. Ceci concorderait avec l'opinion de plusieurs hygiégistes qui cherchent à démontrer que le nombre des microbes adventices dans le vaccin n’a pas une grande importance.
Restait à envisager la question de transmission possible de blastomycoses par le vaccin. On a signalé, en effet, plusieurs cas de mycoses post-vaccinales : rappelons brièvement ceux de ProTzE (1887), épidémie d’'Eberfeld à Trichophylon tonsurans ; de Binaurr [XXI trichophylie à, 7. microides ; mais on n’a pas encore signalé, croyons-nous, de levures pathogènes transmises par la vaccination, et ceci vient confirmer nos recherches en montrant qu’il n’y a rien à craindre de ce côté.
Cependant la fréquence de ces champignons, le fait
que des espèces du même groupe peuvent occasionner
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des affections capables de venir compliquer assez gravement d’autres maladies (muguet surtout) mettent en évidence les soins d'asepsie qui doivent être observés dans les diverses opérations de l’obtention et de l’utilisation du vaccin : précautions dans les scarificalions faites aux vaccinifères, propreté des étables, préparation rigoureusement aseplique de la pulpe, soins à prendre de la part de ceux qui manipulent le vaccin. (Voy. l'Asepsie du vaccinaleur, par E. Caaumier. Revue internat. de la vaccine, n° 5, mars-avril 1913.) C’est à ce point de vue que l'examen des champignons nous paraît devoir remplir un rôle assez important dans le contrôle des vaccins, que la plupart des Instituts vaccinogènes font actuellement avec grand soin pour les bactéries.
Ces recherches nous montrent aussi la nécessité des précautions d’asepsie dans la vaccination à l’homme et l'utilité de protéger les plaies vaccinales.
CONCLUSIONS
I. La présence de levures s’est montrée constante dans les pulpes vaccinales que nous avons examinées à l’Institut vaccinogène municipal de Lyon pendant deux mois : vingt-cinq échantillons de pulpes fraîches ou glycérinées âgées de moins de soixante jours.
IT. Ces levures appartiennent à plusieurs espèces : des quatre formes isolées, trois, par leurs caractères mor- : phologiques et biologiques, sont des Torula, une se rapproche des formes Mycoderma.
Une des Torula présente des formations zoogléiques que nous croyons non encore signalées dans la morphologie des levures.
III. Ces champignons existent aussi bien dans la pulpe glycérinée (âgée de moins de quatre à cinq mois) que dans la pulpe fraîchement recueillie.
IV. Leur recherche dans des pulpes vaccinales recueillies depuis cinq ou six mois, conservées à basse température, entre o° et + 10° C., nous a donné des résultats
négatifs.
V. Les basses températures ne sont pas défavorables
à la croissance des levures du vaccin.
VI: Des quatre espèces de levures isolées par nous, aucune ne s’est montrée pathogène pour le cobaye et le lapin. Aucune n'a été rencontrée chez l'enfant vacciné.
VII. Des recherches faites sur le sang des animaux inoculés avec ces levures, il résulte que le pouvoir agglutinant de leur sérum se montre très faible.
Les levures inoculées ont été retrouvées par hémocuiture du sang du lapin.
VIIT. L'analyse mycologique du vaccin paraît, dans certains cas, pouvoir présenter un intérêt au point de vue de la prophylaxie d'accidents possibles : il paraît surtout important de déterminer si les champignons
observés sont saprophytes ou pathogènes.
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