REVUES CRITIQUES

QUELQUES REMARQUES
SUR LES CULTURES D’ENTAMGEBA DYSENTERIAE

Par Jacques SAUTET

Depuis longtemps, de nombreux auteurs ont tenté de cultiver
I'Entameoeba dysenterize, mais il faut arriver aux travaux de Beeck
et Drbohlav, en 1924, pour avoir une méthode certaine de culture de
cette amibe. Toutefois, c’est & Barret et Smith que revient I’honneur
d’avoir cultivé, les premiers, une amibe pathogéne pour la tortue.
Mais avant de passer en revue la majeure partie des études faites
depuis 1924 sur cette question, il nous parait nécessaire de jeter
un regard sur les travaux antérieurs a cette date.

I. A-t-on cultivé ’Entameba dysenteriae
avant 19247

Si I'on en croit le titre des publications et les affirmations des
auteurs, il y aurait fort longtemps que ce probléme serait résolu.
Malheureusement, ces affirmations ne se sont pas trouvées justi-
fiées. Nous ne parlerons que pour mémoire de Kartulis dont les
cultures d’amibes du foin, faites avec une infusion de paille stéri-
lisée, ne donnaient au chat, par leur injection, qu'une diarrhée non
caractéristique, n’ayant rien a voir avec la dysenterie. De telles
cultures étaient des cultures d’amibes libres, comme celles de Mou-
ton en 1902.

1. Musgrave et Clegg (1904). — Plus tard, en 1904, Musgrave
et Clegg annoncent qu’ils ont pu cultiver une amibe en partant de
selles dysentériques. Ils ensemencent des microbes sur de la gélose,
puis des glaires. La température semble peu importante. Ces cul-
tures inoculées au singe donnent des résultats positifs ; par contre
un seul chat et un homme ont pu étre infectés. D’aprés la descrip-
tion donnce, il semble bien que I"amibe cultivée ne soit pas I’'amibe
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dysentérique. Du reste, la possibilité de la cultiver a4 des tempéra-
tures variables, montre bien que c’est &4 une amibe libre que les
auteurs ont eu affaire ; tout le monde connait, en effet, I’extréme
sensibilité de I'E. dysenterize aux changements, méme minimes, de
température. Voici la formule du milieu employé par M. et C. :

Eau : 1.000 gr.

Gélose : 20 gr.

NaCl : 0 gr. 30.

Extrait de beeuf : 0 gr. 30 (1).

2. Lesage (1904). — Parallélement a ces auteurs, Lesage, en d¢-
cembre 1904, publie un travail sur la culture de I’amibe de la dysen-
terie des pays chauds ; il réussit ces cultures 7 fois sur 30 cas. Il
opére a la température de 18° & 25° dans des boites ou dans des
tubes contenant de la gélose lavée. Il garde facilement pendant
deux ans ses cultures pures mixtes avec le paracoli. Leur ino-
culation au chat est positive 35 fois sur 56 ; il en résulte chez I’ani-
mal une entérite avec petites amibes dans les selles, amenant la
mort en 8 a 15 jours.

La température de culture, la morphologie de I’amibe, la longé-
vité des cultures nous prouvent que la aussi auteur n’a pas cultivé
I’E. dysenleriz.

3. Werner (1908). — Du reste, en 1908, Werner, étudiant
I'amibe dysentérique, conclut, & cette époque, & I'impossibilité de
sa culture ; par contre, au cours de ses divers essais sur les milieux
préconisés par les auteurs précédents, il obtient facilement la cul-
ture d’une autre amibe (4. limax) qu’il identifie a celle obtenue par
Musgrave et Clegg. Cette opinion se confirme, car des cultures faites
par Liston et Martin, en partant d’une souche isolée par Musgrave
et Clegg, ne cessent de donner des résultats négatifs par leur ino-
culation au chat.

Cependant, cette facilité avec laquelle on isole, des selles des
dysentériques, des amibes libres, ne décourage pas les chercheurs
et ne les incite pas A contréler d’une facon plus sévére leurs expé-
riences.

4. Noc (1909). — En 1909, Noc cultive des amibes en partant
d’abeés du foie et de selles de dysentériques. La culture se fait
sur gélose alcaline &4 0,5 p. 100 dans des boites de Pétri, en présence
de bactéries, & la température de 25-28°. Les amibes vivent ainsi
trées longtemps. Etudiant parallelement les amibes des eaux de
Cochinchine, I'auteur dit : « Les caractéres de 'amibe commune

(1) Musgrave et Clegg indiquent en outre : alcalinité, 1 p. 100.

(5]
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des eaux de Cochinchine se sont toujours montrés identiques a
ceux des cultures d’origine hépatique. » L’inoculation au chat est
toujours négative.

Les planches contenues dans ce travail nous prouvent que cé
n’est pas une Entameba que Pauteur a cultivée, mais une amibe
ressemblant beaucoup a celle qui a été cultivée en 1911 par Wells.
En effet les caractéres morphologiques nous font croire qu’il s’agit
plutot d’une amibe de grande taille du genre Endolimaz, par consé-
quent non pathogéne pour ’homme.

5. Yon Wasielewski et Hirschfeld (1911). — En 1911, Von
Wasielewski et Hirschfeld obtiennent une culture pure d’une
amibe libre en partant d’un seul kyste'; ils la cultivent & 22-24°, et
cette température, optima pour les amibes libres, est justement
celle que préconisent les auteurs précédents pour la culture de
leurs amibes prétendues pathogénes.

6. Wells (1911). — A cette méme époque, en 1911, parait un
travail trés intéressant de Wells sur les contaminations aériennes
des cultures d’amibes ; cet article séveére, comme le dit Chatton,
incrimine la mauvaise technique des auteurs. Wells donne des
faits irréfutables : il obtient trés facilement des cultures d’amibes
en partant d’abceés du foie et de selles dysentériques par la méthode
de Musgrave et Clegg ; il fait remarquer qu’on ne peut nullement
conclure a I'identité des amibes ainsi obtenues avec 'E. dysenteriz.
De plus, en exposant & I’air, aux Indes, les milieux employés cou-
ramment, il obtient 14 fois des cultures sur 36 boites de Pétri expo-
sées : les amibes obtenues appartiennent au type limax.

7. Chatton et Lalung-Bonnaire (1912). — En 1912, Chatton
et Lalung-Bonnaire écrivent un article dans le méme sens, mais
donnent une autre interprétation des faits. « Il semble, disent-ils,
que les premiers microbiologistes qui ont cultivé des amibes a par-
tir des matériaux dysentériques, n’ont guére soupgonné qu’ils
aient pu isoler d’autres espéces que celles qu’ils avaient obser-
vées. » Quant aux cultures faites en partant d’abeés du foie,
renoncant a admettre la contamination aérienne, ils supposent
plutét que 'amibe commensale cultivée a suivi de Pintestin au
foie la route ouverte par I'E. dysenterize. A la méme époque, Craig
fait remarquer lui aussi que les amibes libres peuvent passer
dans le tube digestif et il dit: « ...It is probable that this is the man-
ner in which many cultures, have been oblained. » De méme
Vedder, pour étudier I'action de I’émétine, est dans 'impossibilité
de cultiver I'E. dysenteriz. Malgré tous ces avertissements, d’au-
tres travaux paraissent encore, sans présenter plus de garanties.
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8. Gauducheau (1912). — Gauducheau, en 1912, cultive des ami-
bes sur divers milieux : gélose nutritive avec 1 p. 100 de peptone
et 2 p. 100 de gélose, pomme de terre, sérum coagulé et jaune
d’ceuf. Il remarque que les milieux liquides ne sont pas trés favo-
rables aux cultures. L’inoculation donne chez le chien un syndrome
dysentérique une heure aprés l'injection intra-veineuse des cul-
tures ; Pauteur a heureusement la prudence d’ajouter : « Malgré
la valeur pathognomonique de ce syndrome expérimental, il n’est
pas ‘encore possible pour le moment d’établir indiscutablement le
role pathogéne de ce protozoaire. »

Ce en quoi I'auteur a parfaitement raison car, ni les conditions
de culture, ni I'expérimentation, ni les figures données ne nous
laissent supposer qu’il puisse s’agir de I’E. dysenterize. f

9. Williams et Calkin (1913). — En 1913, Williams et Calkin
continuent a cultiver I'amibe commensale isolée par Musgrave et
Clegg. Cette méme année Walker et Sellard prouvent que quel-
ques jours aprés leur ingestion par I’homme, les amibes libres
peuvent étre cultivées. Ces cultures ne sont pas pathogénes pour
I’lhomme, car 20 volontaires les ayant absorbées ne présentent
aucun trouble.

10. Couret et Walker James (1913). — Cependant Couret et
Walker James proclament au méme moment qu’il leur a été pos-
sible de cultiver I'E. dysenterize en partant d’un abcés du foie non
infecté : la culture est obtenue pure sur des tissus autolysés, incor-
porés a de la gélose (1).

11. Pendolf, Woodcock et Drew (1916). — En 1916, Pendolf,
Woodcock et Drew font des cultures d’amibes a 37° en partant de
kystes lavés et centrifugés. Ils emploient le milieu suivant :

Bouitlont RUEIEE -l anicss S8 s ana iy o 5 parties.
Big.ipancréatique .7 St v St eiengsii g 2 ou 3 parties.
Sédiment avec: KyStes: <. fu.weromeaiilivhi 1 partie.

Ce milieu semble assez favorable et la température de 37° parait
convenable ; mais les cultures ne sont pas pathogénes pour le
chat.

12. Ross et Thomson (1916). — A la méme époque, Ross et
Thomson font remarquer que des amibes libres facilement culti-
vables, peuvent se rencontrer aussi dans les selles de I’homme.

13. Cutler (1918). — Donc, jusqu’a cette époque, il était, sem-
ble-t-il, prouvé que I'E. dysenterizze n’avait jamais été cultivée, aussi

(1) Pour la critique nous ne pouvons que renvoyer aux travaux de Wells et
Chatton.
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comprend-on toute Iimportance de la publication de Cutler, qui,
en 1918, annonce la découverte d’'une méthode de culture de 'amibe
dysentérique. Il emploie 2 milieux, 'un a I'ccuf, I'autre au sang.
Il est & remarquer qu’il préconise pour les cultures des amibes,
I’emploi des milieux liquides. Ces milieux sont ainsi constitués :

I. Milieu a Uceuf (1). — Un ceuf entier est secoué dans un flacon
avec des billes de verre ; on ajoute 300 cm® d’eau distillée et on
agite de nouveau le mélange que I'on porte a I’ébullition au bain-
marie pendant une demi-heure tout en le secouant ; il en résulte
un liquide que I’on répartit dans des tubes et que I'on stérilise.

II. Milieu au sang. — On fait bouillir pendant une heure dans
un litre d’eau 500 cm® de caillot de sang humain ; au filtrat on
ajoute 0,5 p. 100 de NaCl et 1 p. 100 de peptone ; on met dans des
tubes et on stérilise.

Dans ces 2 milieux on ajoute avant ’emploi une petite goutte
de sang, puis on ensemence une glaire, et on met a I’étuve & 37°.
Dans la suite, Cutler trouve qu’une température de 20 & 30° est
suffisante. Pour les subcultures, il faut repiquer chaque jour et
il ne faut pas que le milieu soit acide. Il obtient ainsi 6 cultures qui
durent 3 a4 6 semaines. Inoculées au chat, ces cultures donnent
une dysenterie avec lésions typiques.

Cette découverte fut contestée par beaucoup d’auteurs ; cepen-
dant, il faut reconnaitre que ces milieux se rapprochent beaucoup
de ceux qui devaient étre- employés plus tard. Beeck et Drbohlav
disent, du reste, avoir pu conserver les amibes dysentériques sur
ce milieu au sang, les amibes y poussant difficilement. Cutler a
donc probablement cultivé le premier 'E. dysenteriz. Ses cultures
n’étaient certes pas parfaites et sa méthode assez simple, mais
c’est un précurseur.

14. Yoshida (1918-1919). — En 1918 et 1919, Yoshida étudie
I’éclosion des kystes en 72 heures, & 22-27" dans le milieu suivant:

Liguide:-de "RIDGELS ovis S aaisosve sileil o il sisse 4 parties.
Steumzde’ehevali s s T T e 1 partie.

Pour la culture des kystes d’amibes, Pauteur opére ainsi : les
selles sont mélangées a de ’eau stérilisée et filtrées a travers une
gaze ; on centrifuge plusieurs fois en ajoutant de I’eau ; enfin on
met le culot pendant 4 minutes en contact avec une solution d’acide
chlorhydrique & 2 p. 100 et on centrifuge. On ensemence le culot
dans I'eau de condensation du milieu suivant : gélose a 2 p. 100,

(1) Ce milieu, di & Dean et Monat (1916), a été modifié par Cutler qui y ajoute
quelques gouttes de sang.
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2 parties ; sang de cheval défibriné, 1 partie ; la culture a lieu a
30° ; 11 passages sont ainsi obtenus. f

Le principe de I’enrichissement des selles et du lavage des kys-
tes par l'acide chlorhydrique nous semble bon, puisqu’il a été
repris et modifié¢ plus tard par Dobell et Laidlaw (1926) ; mais la
culture & une aussi basse température nous semble bien difficile.

Aussi, en 1919, Dobell déclare-t-il que les espéces cultivées jus-
qu’a ce jour sont toutes des espéces du milieu extérieur et que
la découverte de la culture de I'E. dysenterize est a faire. Du reste,
en 1922, Gauducheau lui-méme écrit : « ...Celte espéce constitue
un terme de passage entre les Entamibes, parasites jusqu’a présent
incultivables... »

Chose curieuse, c’est par hasard que Boeck et Drbohlav, en cul-
tivant des flagellés, se sont apercus que des amibes dysentériques
poussaient dans leurs tubes ; aussi, se sont-ils mis aussitot au
travail pour préciser cette importante découverte et en donner une
technique stre et certaine.

15. Barret et Smith (1924). — Rapportons enfin les travaux
de Barret et Smith qui arrivent & cultiver les premiers, en 1924,
d’une facon certaine, des Entamibes des vertébrés a sang froid, en
employant le milieu de Barret pour les Blastocystis :

Sérum humain- inactivé ....... .00 000 1 partie.
Solution de NaCl a 0,5 p. 1.000 .............. ) parties.

Les auteurs peuvent ainsi avoir des amibes pendant plusieurs
mois ; ces expériences sont confirmées et complétées par Talia-
ferro et Fisher.

II. Les cultures d’Entamoeba dysenterize
apres 1924

1. Beeck et Drbohlav (1924). — Dans leur travail original,
Baeek et Drbohlav donnent P'énumération des milieux qu’ils ont
employés avec succes.

Ce sont :

Sérum de cheval et solution salée ;

Bouillon au sang de Cutler ;

Gélose-sang et solution salée ;

Gélose-sang, Locke et sérum humain ;

(ISuf incliné et solution salée ;

(Euf incliné, solution salée et sérum de cheval ;

Locke, ceuf et sérum de cheval ;
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Locke, ceuf et sérum humain (L. E. S.) ;

L, E. S. et extrait aqueux de feces

Locke, gélose semi-solide, sérum humam et sang de Lhcval
Locke et gélose semi-solide, sérum humain ;

Leeffier, Locke et sérum de cheval ;

Locke, ceuf et albumine d’ceuf cristallisée (1 p. 100) (L. E. A.).

Ils ne conservent que quelques-uns de ces milieux. Aprés
plusieurs publications de Drbohlav, la méthode, définitive-
ment mise au point, repose sur les principes suivants: IE.
dysenterizz. doit étre ensemencée, aussitot aprés son émission,
sur des milieux formés d’une base solide recouverte d’une couche
de liquide nutritif. La culture se fait toujours a la température de
37°. Les 3 sortes de milieux employés sont les suivants : les mi-
lieux & P'eeuf (Dorset, L. E. S., L. E. A.), les milieux au sang (gélose
au sang chauffé ou milieu chocolat), et les milieux & la gélose (Ringer-
gélose-amidon). Dans ces milieux, la base solide est constituée par
de 'ceuf dilué dans du liquide de Ringer ou de Locke et coagulé ;
ou encore de la gélose est dissoute dans du Ringer, avec adjonction
de sang ou d’amidon. Cette partie solide est recouverte soit de liquide
ovomucoide, soit de Ringer ou de Locke additionné de sérum. Ce
milieu de recouvrement ne doit guére dépasser un centimétre de
hauteur. Les amibes poussent alors au fond du tube, & la surface
du milieu solide. Les repiquages ont lieu tous les 2 jours ou moins
souvent, suivant les milieux employés. La préparation de ces mi-
lieux doit étre faite stérilement. Dans les premiéres publications,
le liquide de recouvrement devait étre stérilisé par passage au
Berkefeld, mais Drbohlav a simplifié la technique en supprimant
cette filtration ; dans ces conditions et avec de tels milieux, les
cultures d’amibes dysentériques, en présence de bactéries, sont
aussi parfaites que possible et c’est encore ces milieux que l'on
emploie le plus souvent aujourd’hui.

A peine ces publications ont-elles paru que de nombreuses
confirmations viennent apporter une preuve éclatante du succés des
deux auteurs.

En 1925, Thomson et Robertson, Gupta, Andrew, Guérin et Pons
reproduisent avec facilité des cultures d’E. dysenteriz par la nou-
velle méthode ; les modifications qu’ils y apportent sont insigni-
fiantes.

2. Brumpt (1926). — Mais c’est surtout en 1926 que de nom-
breux travaux paraissent. Brumpt, dans une communication a
I’Académie de Médecine, montre le role favorisant de I’amidon
sur les cultures d’E. dysenterie ; ces expériences devaient étre repri-
ses plus tard par Dobell.
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3. Kofoid et Wagener (1926). — Kofoid et Wagener publient
une simplification des milieux en remplacant I’albumine d’ceuf de
la partie liquide par la solution suivante :

L0 I R R e e b e A crom s R o e B 10 em?
N (R D e e s Sty s S & 80 A0 L 0,5 p. 100.

Ce sang peut venir de ’homme, du chat, du cobaye, du lapin.
Sur ce milieu les repiquages ont lieu toutes les 48 heures ; de plus,
K. et W. prolongent la vie des cultures en remplacant au bout de
24 heures le liquide de recouvrement ancien par du liquide neuf ;
enfin, ils essaient I’action de ’acriflavine a 1 p. 1.000 pour empécher
la pullulation des bactéries ; Dobell (1926) devait reprendre ces
expériences et les compléter.

4. Johm, Yorke et Adams (1926). — John, en avril 1926, puis
Yorke et Adams, en aotit de la méme année, devaient aussi appor-
ter une contribution importante & la technique des cultures d’E.
dysenterize en partant des kystes d’amibes. John donne une bréve
et trop succincte note. Par contre, Yorke et Adams publient un
travail trés documenté sur la question. Nous retiendrons surtout la
méthode d’enrichissement des selles grace a une solution sucrée,
qui nous a permis d’avoir de bonnes cultures (1926-27), les kystes
n’étant nullement altérés par cette méthode,

On dilue gros comme une noix de selles dans un peu d’eau, puis on
mélange avee 500 em® d’eau stérile et on met dans un grand cylindre en
verre pendant 15 minutes.

On décante et le liquide décanlé est alors centrifugé ou laissé toute
la nuit dans un autre cylindre, Le dépot est mélangé avec une solution
sucrée et centrifugé 4 grande vitesse. Les kystes sont dans le liquide
surnageant que l'on centrifuge a nouveau en diluant avec 4 fois son
volume d’cau. Le culot est alors passé plusieurs fois a I'eau pour laver
les kystes ; finalement, on ensemence dans les tubes de culture le culot
renfermant des kystes nombreux et quelques bactéries. On a rapidement
des amibes mobiles et la culture se poursuit comme si 'on était parti de
formes végétatives,

Ces cultures en partant de kystes ont du reste été probablement
obtenues d’abord par Beeck et Drbohlav ; mais ces auteurs n’osent:
pas, eux-mémes, I'affirmer d’une facon absolue.

5. Craig (1926). — Cette méme année, Craig publie un travail
important sur une technique simplifiée, revenant un peu aux
milieux liquides de Cutler, mais surtout & ceux de Yoshida et de
Barret et Smith ; ¢’est ainsi qu’il recommande les milieux suivants:
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Liquide de Locke ou de Ringer .............. 7 parties.
Sérum humain inactivé ................ e sl spartie

Le liquide de Ringer qu’il emploie est ainsi modifi¢ :

NaCl (chlorure de sodium) : 8 gr.
CaCF* (chlorure de calcium) : 0 gr. 2.
KCl (chlorure de potassium) : 0 gr. 2.
Eau distillée : 1.000 gr.

Mais 'auteur arrive a simplifier encore davantage et il annonce
avoir cultivé avec succes et trés facilement les amibes dysenté-
riques sur un milieu liquide ainsi composé :

Eau physiologique (0,85 p. 100) .............. 7 parties.
Sérum ‘humain inactivé .........ceeivieieia. 1 partie .

Nous avons essayé ces milieux sans grand succes, les amibes y
végétant péniblement. Mais nous n’avons peut-étre pas été assez
patient, car, derniérement, Dobell, Laidlaw et Bishop, aprés les
avoir critiqués, viennent de les employer avec de bons résultats.

6. Dobell et Laidlaw (1926). — Enfin, en septembre 1926, a
paru un travail considérable de Dobell et Laidlaw : c’est une
excellente mise au point de la question et des techniques employées
par les auteurs ; on y trouve aussi des faits nouveaux ; c’est ainsi
qu’aprés Kofoid ils reprennent ’action de I’acriflavine sur les bac-
téries et les amibes en précisant les doses a employer : 1 p. 20.000;
aprés Brumpt, ils signalent I'action de I'amidon sur les cultures
d’amibes et ils sont les premiers a faire une étude compléte de
son mode d’action et de son emploi. Nous avons entiérement con-
firmé ces vues (1926). Aprés John (en avril) et Yorke et Adams
(en aofit), ils donnent une technique de culture en partant des
kystes amibiens ; pour essayer de les purifier, ils utilisent une
méthode a I'acide chlorhydrique se rapprochant de celle de Yos-
hida (1918-19) ; mais, surtout, ces auteurs ont donné la formule
d’un excellent milieu qui n’est qu’une modification heureuse d’un
milieu employé¢ primitivement par Beeck et Drbohlav.

Ce milieu se compose de sérum de cheval stérilisé et coagulé a
80° pendant une heure, recouvert de Ringer additionné de blanc
d’ceuf et d’amidon : sur un tel milieu, qui nous parait parfait, les
amibes se développent trés bien et pendant plusieurs jours.

Enfin ces mémes auteurs donnent plusieurs moyens pour isoler
les différentes amibes ; c’est ainsi que Ion obtient seulement
I’E. dysenterize par I'inoculation au chat, et qu’on peut I’éliminer
par P'action de I'’émétine (non toxique pour les autres amibes, sur-
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tout pour I'E. coli). Enfin les essais de culture pure ont échoué
jusqu’a ce jour comme pour tous les autres auteurs.

7. Travaux postérieurs a 1926. — En 1927, les travaux sur la
technique des cultures d’amibes dysentériques sont moins
nombreux.

Dobell poursuit son étude sur les cultures en partant des
kystes (1).

Deschiens remplace le Ringer par de I’eau physiologique &
7 p. 1.000 a laquelle il ajoute de I’albumine ; il reprend aussi avec
succes la modification de Kofoid qui renouvelle le liquide ovo-
mucoide dans les milieux et prolonge ainsi la vie des amibes dans
le méme tube.

Vogel, pour étudier I'action du yatren, emploie deux milieux :
le premier est composé de Ringer auquel il ajoute 10 gr. d’amidon
de riz et 30 gr. de gélose ; le deuxi¢me se compose de parties égales
de sang défibriné et de gélose a 3-4 p. 100 dissoute dans du Ringer,
avec 1 p. 100 de glucose. On incline les tubes et on les chauffe a
90-100°.

Brug publie en 1928 des observations intéressantes sur la mor-
phologie des amibes en culture et I’évolution des kystes ; de plus,
il démontre 'action du sulfate de cuivre sur les kystes amibiens,
qui peuvent rester vivants aprés son action & de fortes concen-
trations.

La méme année, Wagner détermine certains points de technique,
mais surtout il étudie ’action des médicaments sur les cultures.

Enfin Dobell, Laidlaw et Bishop reprennent I'étude de I’action
de I’émétine sur les cultures d’amibes et emploient alors les anciens
milieux liquides.

En dehors de ces questions de technique, dans lesquelles nous
voulons ici nous cantonner, envisageons rapidement les princi-
pales études que la connaissance de la culture des amibes a per-
mises.

1° Etude de lUaction pathogéne. — La plupart des auteurs
admettent que les cultures d’E. dysenterize sont pathogénes pour
le chat. Par contre, 'adjonction d’amidon de riz empécherait cette
action (Dobell) comme le prouvent de nombreuses inoculations
faites sans succes. Cependant nous avons soutenu une opinion
inverse, toutes les inoculations de cultures avec amidon nous ayant
toujours donné des résultats positifs jusqu’en 1926 ; mais, depuis,

(1) Dobell (1927) dit avoir publié le premier cette méthode des cultures en
partant de kystes, dans The Reporl of lhe Medical Research Council. En tous cas
la priorité appartient encore a John qui a annoncé la culture de I'E. dysenlerie en
partant de kystes, dés avril 1926.
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nous avons observé des cas ol les cultures perdaient dans ces condi-
tions leur pouvoir pathogéne, sans que nous ayions pu en déter-
miner la cause.

2° Etudes morphologiques et biologiques. — Les cultures ont
favorisé les travaux sur les formes végétatives, les kystes et leur
développement (pour cette derniére question les opinions sont
actuellement trés contradictoires). Nous renvoyons aux travaux
de Beeek et Drbohlav, Yorke et Adams, Dobell et Laidlaw, ete.

3° Etude de Uaclion des médicaments sur les cultures d’E. dysen-
terize. — C’est surtout cette étude qui a tenté les auteurs. Signa-
lons les travaux de Kofoid en 1925, de Yorke et Adams, de Dobell
et Laidlaw en 1926, de Vogel, les notres, en 1927, de Chiba, de
Dobell, Laidlaw et Bishop, de Wagner en 1928. Tous les résultats
sont discordants ; la récente publication de Dobell, Laidlaw et
Bishop nous donne du reste raison a ce sujet (1928).

4° La culture pure des amibes n’ayant jamais pu étre obtenue,
la plupart des recherches biologiques faites sur les cultures d’ami-
bes restent contestables.

5° Certains auteurs (John et Craig) ont voulu voir dans les cul-
tures d’amibes un moyen de diagnostic, comparable a une méthode
d’enrichissement. Les auteurs donnent méme des statistiques. Nous
ne pouvons malheureusement pas nous associer a des vues aussi
optimistes, car nous n’avons jamais pu cultiver les amibes dysen-
tériques avec une aussi grande facilité.

I1I. Conclusions pratiques

En pratique, nous conseillons pour les cultures d’E. dysenterize
I’emploi des milieux suivants : L. E. S. ; L. E. A. ; gélose au sang
chauffé ; Ringer-gélose-amidon de Beeck et Drbohlav et enfin le
milieu au sérum coagulé de Dobell et Laidlaw. Tous ces milieux
doivent étre stériles. Les milieux liquides de Craig peuvent aussi
étre employés pour certaines expériences particuliéres, mais ils sont
moins favorables au développement des amibes.

Enfin §’il s’agit seulement de conserver des amibes dans un labo-
ratoire, et c’est souvent le tas, tous ces soins minutieux et fort
longs de stérilisation peuvent étre supprimés en partie ; dans ce
cas, nous nous sommes toujours bien trouvé du milieu au sérum,
de Dobell et Laidlaw (1) et d'un milieu & Uceuf ainsi composé :

(1) Pour la pratique courante, la filtration peut étre supprimée.
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On met dans un flacon a billes de verre non stérile, contenant 25 e¢m?
de Ringer, de pH 7,4, un ceuf entier ; on agite, puis on répartit dans de
petits tubes, a raison d’environ 1 cm® 5, le liquide obtenu apreés agitation;
on incline ensuite et on chauffe progressivement jusqu’a 100°; on laisse a
cette température pendant quelques minutes ; puis on conserve a sec a
la glaciére ; on recouvre seulement de liquide ovomucoide au moment
de I'emploi. Le liquide ovomucoide est fait avec asepsie et comprend :
Ringer, 150 cm’ et deux-tiers de blanc d’ceuf.

Nous avons gardé de tels milieux pendant plus de 5 mois et nous
les avons utilisés avec succeés. Nous ne sommes pas trés partisan
d’ajouter de l’amidon de riz en poudre a tous les tubes; nous
aimons mieux réserver son emploi au cas ot les cultures semblent
péricliter, afin de leur redonner une nouvelle impulsion. Nous fai-
sons en moyenne les repiquages tous les 2 jours sur 3 tubes, afin
de ne pas perdre nos souches.

Une température de 37° et une atmosphére humide sont absolu-
ment indispénsables. On doit éviter pour les repiquages d’employer
une pipette trop fine et on aura soin de. gratter soigneusement le
fond du tube, avant le prélévement. On ensemence en partant, soit
de formes végétatives, soit de kystes : nous recommandons pour
I’ensemencement I’emploi du milieu Ringer-gélose-amidon. Si le
premier tube est trouvé négatif, il ne faut pas désespérer, on doit
alors repiquer dans un auntre tube, qui, la plupart du temps, sera
trouvé positif le lendemain.

Enfin la culture des kystes par la méthode de Yorke et Adams
nous a donné de bons résultats, mais, par la suite, nous avons
employé cette méme méthode simplifiée par Bidegaray. On opére
ainsi :

Diluer la selle contenant des kystes avec de I’eau bouillie et la tamiser
(tamis & mailles de 1 mm.) ; remplir avec cette dilution un tube & centri-
fuger et centrifuger (5 tours de la centrifugeuse & main) ; puis on
décante la partie surnageante dans un autre tube a centrifuger et 'on
centrifuge a nouveau (50 tours)); on conserve' alors le culot obtenu ; on
recouvre ce culot d’une solution de saccharose a 20 p. 100 ; on mélange
intimement et on centrifuge une troisiéme fois (50 tours) ; on décante la
partie surnageante ; on la met dans un tube Borrel et on y ajoute 4 fois
son volume d’eau ; on centrifuge cette dilution (50 tours) ; le culot ainsi
obtenu contient les kystes et peut étre ensemencé ; il est toutefois préfé-
rable de laver ces kystes plusieurs fois & I’eau en centrifugeant, afin de

les débarrasser de l'excés de solution sucrée.

Disons enfin un mot de Uassociation des amibes et des Blasto-
cystis : c’est la une des causes d’échec les plus importantes dans
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les cultures ; divers produits ont été préconisés pour y remé-
dier, en particulier I’adjonction d’amidon de riz aux cultures ;
mais son action est incertaine. En réalité il n’y a qu’un seul moyen,
inoculer au chat les selles contenant les amibes et les Blastocystis ;
ces derniers se trouvent éliminés et 'on cultive alors en partant
des amibes de la dysenterie expérimentale du chat.

RESUME

Comme cette rapide revue nous le montre, c’est 4 Beoeck et
Drbohlav que I'on doit une méthode simple et pratique pour cul-
tiver ’Entameba dysenterize et beaucoup d’autres protozoaires
intestinaux. C’est donc une grande découverte. La technique a été
mise parfaitement au point par ceux qui 'ont décrite les premiers,
car toutes les modifications apportées par de nombreux auteurs,
sont aussi peu importantes que variées. Quant aux’ études sur
I’'Entameeba dysenteriz, que cette méthode a permises, elles sont
nombreuses, mais aucune n’apporte encore de connaissances bien
nouvelles sur la morphologie et la biologie de ce parasite : nous
ne sommes qu’'au stade des discussions et des études contradic-
toires.
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