NOUVELLES RECHERCHES DE ZYMOLOGIE MEDICALE

Par Maurice LANGERON et Paul GUERRA

I. INTRODUCTION HISTORIQUE ET CRITIQUE

En janvier 1932, il y a donc 5 ans, 'un de nous publiait, en colla-
boration avec R.-V. Talice (de Montévideo), un mémoire de 80 pages
sur de Nouvelles méthodes d’étude et une nouvelle classification des
champignons levuriformes. Ce mémoire ¢était le fruit de prés de
4 ans de travail. Les résultats obtenus étaient les suivants : établisse-
ment de 6 genres, dont 3 nouveaux, basés uniquement sur un critére
morphologique. Ce critére était la connaissance d’un appareil fila-
menteux ou pseudo-mycélium, déja partiellement vu et figuré par
divers auteurs, mais dont la signification n’avait pas ¢été saisie et
mise en évidence. Langeron et Talice ont montré que I'édification
de cet appareil a lieu exclusivement par bourgeonnement, mode
de multiplication trés particulier et spéeial aux champignons levuri-
formes : le type fondamental est un axe, ou filament axial, form¢é
d’articles plus ou moins allongés, naissant par bourgeonnement et
portant & leur sommet un verticille de blastospores pouvant étre
simple ou composé. Les verticilles sont donc réguliérement espacés
sur une longueur plus ou moins grande du filament axial.

Pour faire apparaitre la filamentisation des levures, Langeron et
Talice n’avaient employé que deux milieux classiques trés simples :
un milieu liquide qui était I'eau de pommes de terre et un milieu
solide qui était le milieu d’épreuve glycosé de Sabouraud, dans
lequel la proportion de glycose était ramenée a 2 p. 100.

Le milieu liquide était utilisé pour des cultures cellulaires, en
goutte pendante, dans lesquelles la filamentisation avait lieu faci-
lement, mais qui ne fournissaient que des préparations fugaces.
Le milieu solide était employé en couche inclinée en tubes ou étalé
dans des boites de Roux ; la filamentisation y était capricieuse et,
se développant a l'intérieur de la masse de gélose, ne pouvait étre
observée que par transparence, a travers la paroi de verre. L’exces-
sive fragilité des filaments rendait presque impossible la réalisation
de préparations microscopiques durables.

Malgré ces difficultés, Langeron et Talice avaient reconnu, ou cru
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reconnaitre, dans le mode de filamentisation, des différences assez
nettes pour I'établissement de leurs six coupures génériques.

Ils avaient completement laissé de coté le critére bio-chimique :
les contradictions, les invraisemblances et la confusion auxquelles
¢taient arrivés les auteurs qui avaient usé de ce critére les en
avaient détournés.

Notons enfin que les six genres étaient répartis en deux groupes
trés inégaux, suivant I’aspect macroscopique des colonies sur
milieu solide : cultures lisses, crémeuses (5 genres) et cultures
membraneuses, plissées (1 genre).

Pour terminer, ils ont étudié un type d’arthrosporé, le genre
Geotrichum, souvent confondu avec les blastosporés, mais possé-
dant un myecélium vrai et des arthrospores.

Quelques mois aprés la publication de ce travail, Rivalier et
Seydel faisaient connaitre, en septembre 1932, leur procédé de
culture sur lames gélosées. La vue des beaux résultats obtenus avee
les ‘champignons filamenteux, et notamment les dermatophytes, fut
pour nous un trait de lumiére. Nous pensions posséder enfin le
moyen d’obtenir des préparations colorées, conservées dans le
baume et, par conséquent, durables, de 'appareil filamenteux si
délicat des champignons levuriformes, cet appareil, une fois dessé-
ché dans la mince couche de gélose, restant intact au cours des
manipulations. Quelques essais préliminaires nous montrérent que
cet espoir était fondé, Nous décidames donc de reprendre I'étude
morphologique des levures au moyen de cette nouvelle méthode,
espérant confirmer et préciser les diagnoses des genres établis par
Langeron et Talice.

Le résultat fut tout différent de celui que nous escomptions. La
morphologie apparut a la fois complexe et irréguli¢re, variable
sur une méme lame pour des raisons impossibles & préciser. Certains
caractéres n’apparaissaient méme plus ou devenaient impossibles
a apprécier avec précision,

L’existence des 6 genres de Langeron et Talice était done bien
¢branlée par la constance de ces résultafs. Force fut de recourir
au critére bio-chimique qui, grace aux régles établies par Kluyver
et Stelling-Dekker et & un nouveau procédé de fermentation
imaginé par I'un de nous, donna enfin des résultats constants et
précis, renforcés par I'emploi de la méthode auxanographique
de Beijerinck, si heureusement adaptée aux Mycotoruloidées par
Mlle Lodder.

Nous sommes ainsi parvenus peu & peu & une simplification
considérable de la systématique des Mycotoruloidées et nous avons
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¢té amendés a faire tomber en synonymie tous les genres, sauf un, et
un trés grand nombre d’espéces.

L’historique de la question a ¢été donné d’une facon tres
compléte par Langeron et Talice (1932). Nous n’y reviendrons
donc pas, priant le lecteur de se reporter & ce mémoire. Nous nous
contenterons de mettre en lumiére quelques points essentiels.

1. Période 1910-1923. — La systématique des champignons levuri-
formes a obéi, jusqu’en 1923, aux idées de Vuillemin. Ce savant a
jeté sur la question a la fois une grande lumiére et beaucoup
d’obscurité.

La lumiére est venue de la classification proposée par Vuillemin -
en 1910 pour les hyphomycétes, et basée sur la valeur morpholo-
gique et physiologique des spores. Cette classification est si utile
qu’elle a été adoptée a peu prés universellement et pourra servir
longtemps encore avec quelques retouches.

Vuillemin crée le groupe des thallosporés pour les hyphomycétes
dont les spores ne sont que des fragments du thalle. Il divise ce
groupe en deux catégories bien distinctes : d’une part, les arthrospo-
rés, qui sont les plus simples des thallosporés, leurs arthrospores
naissant par désarticulation des filaments en troncons égaux ;
d’autre part, les blastosporés, chez lesquels les thallospores sonl
des blastospores, naissant par bourgeonnement, phénoméne tout &
fait particulier, spécial aux champignons levuriformes.

Qu’il y ait des transitions, des formes de passage entre ces deux
groupes, et nous verrons qu’elles existent, cela n’empéche pas que
leurs représentants les plus typiques révelent une différence fonda-
mentale : chez les arthrosporés, le développement de I’appareil
filamenteux précéde I'apparition des spores qui sont des arthrospo-
res, tandis que, chez les blastosporés, cet appareil filamenteux
s’édifie peu a peu, par bourgeonnement successif de blastospores
qui restent accolées les unes aux autres, les filaments succédant
aux spores.

Au lieu d’appliquer ces idées si simples, si claires, & la systéma-
tique, I’esprit compliqué de Vuillemin n’a précisément pas su sépa-
rer, en 1914, les blastosporés des Monilia, avec lesquels ils étaient
confondus. De la I'obscurité qui régne encore sur la classification
des champignons levuriformes et la persistance du terme Monilia,
appliqué indifféremment aux vrais Monilia, qui sont des phialidés
(groupe Gmelin de Vuillemin), et aux levures filamenteuses (groupe
Bonorden de Vuillemin). L’erreur était de n’avoir pas vu que les
Monilia vrais ne sont pas des blastosporés, qu’ils ne bourgeonnent
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Dans un grand mémoire sur les champignons parasites de
I’homme, publié en 1928, Ota conserve encore les genres Crypto-
coccus et Myceloblastanon, mais il renonce a subdiviser ce dernier
en sous-genres. Par contre, il y adjoint les genres Enantiothamnus
Pinoy 1911, Cladosporium Link 1909 et Phialophora Thaxter 1915.
La critique du terme Enantiothamnus a déja été faite par Langeron
et Talice (1932) : il s’agit, non d’un sporotriché comme le croyait
Pinoy, mais d’une levure anascosporée, parfaitement caractérisée
par ses verticilles de blastospores et ses grands éléments levurifor-
mes. C’était vraisemblablement un Candidat krusei déja déerit par
Castellani en 1909, trés probablement d’origine intestinale, comme
permet de le penser la localisation interfessi¢re des abeés d’onl
Brault et Masselot avaient isolé la souche. Quant aux genres Cla-
dosporium et Phialophora, on est surpris de les voir figurer parmi
les blastosporés, dont ils sont treés éloignés.

De 1925 a4 1928, Ciferri et Redaelli ont consacré deux mémoires a
I'étude et & la classification des levures anascosporées blanches ou
rouges. Ces auteurs ont eu le grand mérite d’adopter le genre Candida
Berkhout 1923 et de séparer définitivement les Monilia vrais (au sens
de Gmelin 1791) des champignons levuriformes avec lesquels ils
n’ont rien de commun. Ils ont montré aussi que les véritables Torula
(au sens de Persoon) sont des champignons a thalle fuligineux, trés
différents des levures, et que les levures anascosporées sans pigment
fuligineux et non filamenteuses doivent porter le nom de Torulopsis
Berlese. Enfin, ils ont créé la famille des Torulopsidacées, qui ras-
semble toutes les levures et champignons levuriformes anascospo-
rés, divisés en deux sous-familles : les Torulopsidées, pour les
levures non filamenteuses, non pigmentées ou & pigment rouge, et les
Mycotorulées pour les levures qui filamentent et qui toutes sont
non pigmentées. Malheureusement ils ont introduit, dans cette der-
ni¢re sous-famille, des genres disparates tels que Candida Berkhout,
qui est le genre type des blastosporés filamenteux et Geotrichum Link
1809, genre type des arthrosporés. Il en résulte que les blastosporés
et les arthrosporés, si heureusement séparés par Vuillemin et réel-
lement si distincts, se trouvent de nouveau réunis dans une méme
sous-famille. En outre, Ciferri et Redaelli acceptent des genres extré-
mement mal caractérisés, tels que Pseudomycoderma Will 1916,
Pseudomonilia Geiger 1910, Mycotorula Will 1916, Enantiothamnus
Pinoy 1911, Blastodendrion Ota 1924,

Nous mentionnerons bri¢vement la note de Pollacci et Nan-
nizi (1927) dans laquelle ces auteurs, sans tenir aucun compte
des faits déja acquis, reviennent pour les champignons levurifor-~
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mes aux gendes Monilia Gmelin 1791 et Crypltococcus Kiitzing 1833.
Ils réunissent dans les Monilia tous les champignons donnant des
chainettes de spores, que ces spores soient des conidies, comme chez
les vrais Monilia, ou des blastospores. Quant aux Cryptococcus, ils
comprennent toutes les levures anascosporées, filamenteuses ou non,
ne donnant pas de chainettes de blastospores. On sait maintenant
que la présence ou I’absence de chainettes est un caractére treés
inconstant chez les champignons levuriformes. Cette note constitue
donc un facheux retour en arriére ; elle ne fait que confirmer et
aggraver l'erreur primitive de Vuillemin. -

Le mémoire de Miss Benham (1931) est le premier dans lequel est
donné au C. albicans la prépondérance qu’il mérite : ses caractéres
ainsi que ceux de C. krusei sont bien notés. L’identité de C. albicans
et de C. psilosis est reconnue, ainsi que 'individualité de C. albicans,
de C. parakrusei (nommé parapsilosis), de C. krusei et de C. tropi-
calis (nommé candida). Les caracteres de la filamentisation des
blastosporés sont entrevus et représentés par de bonnes figures,
notamment les pseudo-conidies de C. tropicalis (C, fig. 4), les lon-
gues blastospores de C. krusei (D, fig. 4 et E, fig. 2), la forme Myco-
candida de C. parakrusei (D, fig. 2 et E, F, fig. 4). Les caractéres de
la culture géante de C. tropicalis (centre membraneux, pourtour lisse)
sont trés bien représentés en B, fig. 1. Enfin, les chlamydospores de
C. albicans sont trés caractéristiques en C, fig. 2, sous le nom de
C. psilosis.

Miss Benham a eu recours & une méthode sérologique (aggluti-
nation directe et absorption des agglutinines), a cause des incer-
titudes auxquelles avaient abouti la morphologie et les fermentations
dont les données étaient, a cette époque (1931), difficiles a utiliser.

Elle a été suivie dans cette voie par plusieurs auteurs. C’est ainsi
qu’Almon et Stovall (1934) ont nettement séparé, en employant
les mémes méthodes que Miss Benham, deux souches de Torula et
trois souches de Monilia. Parmi ces derniéres, M. parapsilosis
(= parakrusei) s’est montrée nettement distincte de M. albicans
et de M. candida (= tropicalis), qui sont sérologiquement identi-
ques. En effet, ces deux espéces sont biologiquement voisines, car
leurs groupes fermentatifs possédent en commun la maltase, comme
on le verra plus loin.

Lamb et Lamb (1935) sont arrivés, par une méthode mixte, a la
fois biochimique (fermentations) et sérologique (épreuve des préci-
pitines), & établir trois groupes dans les Monilia :

1. Groupe albicans-psilosis-candida.

2. Groupe parapsilosis.

3. Groupe krusei,
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Notons d’abord que psilosis = albicans et que candida = tropi-
calis, d’ou il résulte que leur premier groupe se ramene a la fusion
de nos deux groupes albicans et tropicalis, conclusion a laquelle
¢taient déja arrivés Almon et Stovall, et que retrouveront Fisher et -
Arnold (1936). Le groupe krusei est aussi trés nettement délimité,
puisqu’il représente les levures zymatiques simples, ne pouvant
faire fermenter que les hexoses. Le groupe parapsilosis (espéce iden-
tique & parakrusei) est beaucoup moins net : il se peut que ses
réactions sérologiques soient particuliéres, mais, au point de vue
fermentatif, parakrusei appartient, sans conteste, au groupe krusei
et ne peut en étre séparé.

On est obligé de faire & Lamb et Lamb un reproche beaucoup
plus grave : dans leur méthode, dite de fermentation, ces auteurs
paraissent confondre deux propriétés radicalement distinctes : la
fermentation, qui est un phénoméne d’anaérobiose et qui se mani-
feste par la production de gaz carbonique, et I’élection des sucres,
qui est un phénoméne d’aérobiose. En effet, le critéere employé par
ces auteurs consiste a constater la présence ou la disparition des
sucres au moyen du réactif de Benedikt et a suivre 'opération
en controlant la variation du pH pendant 20 & 40 jours, suivant la
concentration de la solution sucrée. Lorsque la culture donne un
test chimique négatif pour un sucre, elle est considérée comme
ayant fait fermenter ce sucre. L’erreur de cette conclusion est
manifeste, non seulement théoriquement, mais encore du fait qu’elle
s’applique & un sucre certainement non fermentescible, le xylose,
qui est un pentose, non attaquable par le complexe zymase. Tout
au plus, ce sucre peut-il étre utilisé pour la respiration et entiére-
ment consommé & ce titre. Quant au pH, il est évident qu’il varie
au cours de I'action de ces levures sur les sucres et que, normale-
ment, plus la fermentation est active, plus le pH s’abaisse. Mais
nous verrons que ce phénomeéne trés général (1), soumis d’ailleurs
au pouvoir régulateur (tampon) de la solution sucrée, présente
beaucoup de variations et ne fournit pas de données utilisables
pour I’établissement des groupes biologiques de levures. Pourtant,
la classification de Lamb et Lamb a été adoptée par G. Boné (1936)
dans une courte courte sur les « Monilia ». Ses Monilia du type II
de Stovall sont toutes, d’aprés les caractéres donnés, des C. albi-
cans ; sa souche 1.210 (type III de Stovall) est un C. tropicalis.

(1) FLorexce et Laray, — Contribution & I'étude des variations des milieux
de culture sous linfluence des microorganismes. Arch. phys. biol., XII, 1935,
p. 37-55,
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Le mémoire de Langeron et Talice, publié¢ en 1932, a apporté les
premieres données précises sur la morphologie si spéciale des blas-
tosporés, sur leur mode particulier de filamentisation et sur leur
appareil sporifére verticillé. Mais ces auteurs, poussés par le désir de
classer méthodiquement les nombreuses espéces décrites, ont eu le
tort de démembrer encore une fois le genre Candida de Berkhout,
reconnu dans la suite comme trés homogene, Peu aprés, Talice et
Mackinnon (1932-1933), parmi d’autres recherches trés importantes
sur les Mycotoruloidées, ont commencé le travail d’épuration qui
s’impose pour ce groupe. Ils ont bien défini le type spécifique
albicans, montré sa grande fréquence et fait tomber en synonymie
avec cette espéce un certain nombre de dénominations qu’on
trouvera dans nos listes de synonymes.

Les recherches de Langeron et Talice ont suscité plusieurs tra-
vaux qui reproduisent leur classification avec de légéres modifica-
tions et des critiques qui ne portent pas sur le véritable point faible,
c’est-a-dire sur la multiplicité des genres. Tel est le mémoire publié
en 1934 par J.-M. Gomez J. de Cisneros, dont 'auteur confond
encore les arthrosporés avec les blastosporés et commet d’autres
erreurs capitales, notamment dans son tableau de fermentations,
ou figurent des substances ron fermentescibles et des especes
faisant fermenter a la fois le maltose et le lactose (1). Aucun fait
nouveau n’est signalé et les nombreuses figures des 10 planches qui
accompagnent ce mémoire ne représentent guére que des colonies
trop jeunes pour étre caractéristiques, a part quelques images de
chlamydospores qui ne sont méme pas attribuées a C. albicans.
Aucune des souches étudiées n’a été déterminée.

Une courte note de M. Baeza, parue en 1935, contient, outre quel-
ques remarques judicieuses sur le non-parallélisme entre les carac-
téres morphologiques et fermentatifs, une tentative de simplifica-
tion de la classification de Langeron et Talice.

La méme année (1935), Ciferri et Redaelli publient un nouveau et
important mémoire sur diverses souches de Torulopsidacées déja
décrites par d’autres auteurs ou données comme types spécifiques
nouveaux. Nous verrons, chemin faisant, qu’une partie de ces
derniers doivent tomber en synonymie, précisément par application
des critiques trés justes adressées par ces auteurs & la classification
de Langeron et Talice. Malheureusement Ciferri et Redaelli n’ont
pas cru devoir supprimer complétement des genres qui ne correspon-
dent qu’a des entités morphologiques : ils continuent aussi & placer

(1) Voir plus loin (p. 82) a ce sujet ies lois de Kluyver-Dekker,
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de vrais arthrosporés, tels que les Trichosporum, parmi les blastos-
porés.

Un des derniers travaux de zymologie médicale est celui de Mar-
tin, Jones, Yao et Lee (1937). Le titre annonce une classification
pratique des Monilia, ce qui n’est pas tout a fait exact, a cause
de la complication des méthodes et parce que la synonymie donnée
par ces auteurs est souvent erronée. Il y a néanmoins un louable
effort de simplification car le nombre des espéces admises est réduit
a 6, qui ne forment plus qu'un seul genre, Monilia, choix d’ailleurs
regrettable, car il perpétue une erreur et les auteurs ne disent pas
ce qu’ils font des véritables Monilia.

Sur 153 souches, provenant surtout de crachats et du vagin,
comparées a 19 espeéces déja connues, 150 peuvent étre réparties
entre les six espéces adoptées, dont une est nouvelle et trois portent
des noms inexacts (parapsilosis pour parakrusei, mortifera pour
pseudo-tropicalis et candida pour tropicalis). On ne peut qu’approu-
ver la dominance accordée a M. albicans et aussi & M. tropicalis et
M. krusei.

La technique compliquée, préconisée par ces auteurs, avec passage
sur gélose au sang, ne parait pas nécessaire. Notamment les carac-
téres macroscopiques des colonies sont aussi nets sur gélose glyco-
sée a 2 p. 100 que sur leurs milieux.

L’étude du voile est bien faite, néanmoins les voiles tardifs ont
échappé a ces observateurs, car ils n’ont noté que les voiles apparus
en moins de 48 heures. Leur technique de fermentation est bien
réglée, mais on se demande pourquoi ils persistent & employer la
mannite, la dextrine et I'inuline, qui ne fournissent aucun carac-
tere utile, et négligent le raffinose.

On est surpris que, sur un si grand nombre de souches, les auteurs
n’aient rencontré ni levures ascosporées, ni souches azymes. Mais
la surprise devient de la stupéfaction lorsqu’on lit les deux tableaux
des pages 119 et 120 ; on se demande comment, disposant de métho-
des si précises, on a pu traiter la synonymie avec tant d’arbitraire.
Il semble que les auteurs, ayant étudié¢ un type de chacun des genres
de Langeron et Talice et I'ayant fait tomber en synonymie, auto-
matiquement toutes les autres espéces du genre doivent devenir
aussi des synonymes, comme si toutes ¢taient identiques. Nous
n’avons pas relevé dans ces tableaux moins de 18 erreurs manifes-
tes, touchant des espéces déja bien connues. Voici la liste de ces
erreurs :
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NoM DONNE NoM DONNE DENOMINATION
PAR MARTIN — JONES — PAR LE CREATEUR RERLLE

YAao — LEE.

DE L'ESPECE.

(LANGERON ET GUERRA).

Monilia albicans . ...

Monilia parapsilosis..
M. candida..........

Mycoloruloides triadis.

M. parapsilosis.
M. lropicalis.

Candida triadis.

Id. M. aldoi. C. aldoi.
Id. Pityrosporum

de Dowling. C. guilliermondi.
Id. Monilia ashfordi. C. guilliermondi.
Id. M. pseudolropicalis. C. pseudolropicalis.
Id. M. macedoniensoides. Saccharomyces.

Candida parakrusei.
C. tropicalis.

11 R R Blastodendrion
inlermedium. C. inlermedia.
1 R B. erectum. C. albicans.
M. krasel. ... qoovmaii- Geolrichoides culaneus. arthrosporés
)3 [N P A G. asteroides. du genre
Tl e sie st G. balzeri Trichosporum.
S s anaed G. tumefaciens. Candida tropicalis.
L YN G. vulgaris ? C. lropicalis.
1o B L T G. kefyr. C. (ropicalis.
M. morlifera........ Mycocandida morlifera. C. pseudolropicalis.
(s [ G G M. onychophila. C. parakrusei.

Notons enfin que les planches qui accompagnent ce mémoire sont
excellentes, notamment les figures qui représentent les cultures sur
lames de M. albicans (avec nombreuses chlamydospores) et M. kru-
sel.

Sérologiquement, ces auteurs ont étudié¢ I'agglutination et arri-
vent a4 peu preés aux mémes résultats que Benham (1931), et Almon
et Stovall (1934). Leur conclusion est que les différences de struc-
ture antigénique concordent & peu preés avec les types spécifiques
qu’ils admettent, mais ne sont pas utilisables pour la détermination
des levures, ce en quoi nous sommes tout a fait de leur avis.

En résumé, les recherches sérologiques d’Almon et Stovall, Lamb
et Lamb, Boné, Fisher et Arnold, ont abouti a séparer le type
krusei, tout a fait distinct, et & constituer un groupe albicans-tro-
picalis, Un troisi¢me groupe, dit parapsilosis, correspond a notre
parakrusei. Nous verrons qu’au point de vue fermentatif, krusei
est, en effet, parfaitement distinct et chef de file d’un groupe ne
possédant pas d’hydrolases. Pour nous, parakrusei appartient & ce
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groupe et ne différe de krusei que par I’absence de voile en eau
peptonée-glycosée et le mode d’assimilation de I'urée. L’individualité
de cette dernic¢re espéce, au point de vue sérologique, peut pourtant
s’expliquer, car krusei est une levure de 'intestin, tandis que para-
krusei est une levure de la peau et des phanéres, particuliérement
localisée dans les sillons des ongles des mains.

Quant au groupe albicans-tropicalis, on peut encore le concevoir
au point de vue fermentatif, puisque les levures qui en font partie
possédent en commun la maltase. Mais c’est ici qu’éclate I'insuf-
fisance des procédés sérotogiques, impuissants a séparer le groupe
tropicalis qui posséde, en outre, la saccharase. De plus, la localisa-
tion de ces deux groupes est assez différente, puisqu’albicans est
surtout une levure de la bouche et de I'arriére-bouche, tandis que
tropicalis est trés nettement une levure pulmonaire.

Une mention spéciale est due a I'importante thése de Mlle J.
Lodder (Utrecht 1934). Nous devons beaucoup a ce travail pour
I’établissement de notre méthode d’é¢tude, notamment en ce qui
concerne les phénomeénes d’assimilation des sucres et de 'azote. Ce
mémoire, rédigé avec une parfaite rigueur scientifique, constitue la
premiére partie d’'une étude générale des levures anascosporées,
faisant en quelque sorte suite & I'ouvrage magistral de Mme Stelling-
Dekker sur les levures ascosporées (thése d’Utrecht 1931). Cette pre-
miére partie est consacrée a la famille des Rhodotorulacées, ou
levures rouges ou roses non filamenteuses, et a la sous-famille des
Torulopsoidées, c’est-a-dire aux levures blanches, non filamenteuses,
ou ne donnant qu’un pseudo-mycelium rudimentaire, sans appareil
sporifére verticillé. Mlle Lodder a adopté, en la modifiant trés
heureusement, la classification de Ciferri et Redaelli : la eréation
d’une famille des Rhodotorulacées permet enfin de donner une place
rationnelle aux levures anascosporées a pigment carotinoide rose ou
rouge. La famille des Torulopsidacées renferme toutes les levures
anascosporées blanches ou jaunatres, mais sans pigment carotinoide.
Elle se divise tout naturellement en deux sous-familles : Torulop-
soidées pour les formes sans appareil sporifere verticillé ; Mycoto-
ruloidées pour celles qui possédent cet appareil. Une étude critique
des espéces a permis de faire tomber en synonymie un bon nombre
de dénominations parmi les Rhodotorulacées et les Torulopsoidées.

3. Etat actuel de la question. — Cette revue critique des princi-
paux travaux publiés avant et aprés 1923 montre les vicissitudes
qu’a subies la systématique des champignons levuriformes. Les
arthrosporés, si bien distingués des blastosporés par Vuillemin, ont
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été plusieurs fois réunis a ces derniers ou confondus avec eux et de
nouveau séparés. Dans le dernier essai systématique de Ciferri et
Redaelli, datant de 1935, nous voyons encore de vrais arthrosporés
(Trichosporum) figurer parmi les Torulopsidacées, qui, d’aprés
leur diagnose, sont pourtant bien des blastosporés.

Mémes vicissitudes en ce qui concerne le genre Candida, si heu-
reusement créé par Mlle Berkhout. Le nombre des espéces suscepti-
bles d’y étre rattachées (Monilia) étant devenu considérable, on a
tenté de démembrer ce genre en cherchant, dans la morphologie, des
caractéres distinetifs. Nous avons vu plus haut que ces tentatives
ont toutes échoué et que la morphologie s’est montrée inutilisable
pour la distinction des espéces. On a done, d’une part, assisté a
la multiplication exagérée de ces derniéres et, d’autre part, aucun
essai systématique de classement ne s’est montré satisfaisant.

Pour donner quelques chiffres, nous noterons que le nombre des
espéces de champignons levuriformes soi-disant pathogénes, qui
était d’'une centaine en 1923, atteint en 1936 environ 200, en y
comprenant les Monilia, Cryptococcus, Saccharomyces, Endomyces,
Debaryomyces. Si I'on retire les levures ascosporées correctement
déterminées, et il y en a bien peu, il reste un reliquat dans lequel un
examen critique, méme sommaire, révele immédiatement une cen-
taine de synonymes, 75 4 80 nomina nuda ne correspondant a rien
et une vingtaine tout au plus d’espéces valables.

La conclusion qui s’impose est que, jusqu’ici, on a mis la charrue
avant les beeufs. Les uns ont déerit, a tort et a travers, des espéces
nouvelles, sans se préoccuper ni de savoir si elles n’avaient pas
déja été décrites sous un autre nom, ni d’en donner une diagnose
morphologique ou biologique précise. Les autres se sont efforeés de
ranger ces especes telles quelles dans des cadres systématiques, la
multiplicité des espéces conduisant fatalement a créer des genres.

Le premier travail a exécuter était done une révision sévére des
espeéces déja décrites : établir les synonymies possibles, rayer impi-
toyablement les nomina nuda, enfin donner une diagnose précise des
types qui survivent a ce triage. Pour cette diagnose, faire passer
la morphologie au second plan. En effet, le groupe des blastosporés
présente, au point de vue morphologique, une homogénéité extréme.
L’appareil sporifére verticillé ne varie que dans de faibles limites,
a l'intérieur desquelles se maintiennent toutes les formes qui fila-
mentent : I’étude de centaines de cultures sur lames nous I’a bien
montré, Chez les blastosporés, I’espece est done, avant tout, biolo-
gique. Il faut considérer les levures comme des protistes, vivant une
existence individuelle, méme lorsqu’ils sont agrégés en colonies
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que nous nommons appareil filamenteux ou appareil sporifére
verticillé. Quelle que soit la complication de cet appareil, c’est tou-
jours la ceilule de levure qu’il faut envisager, avec son activité
physiologique intense : cette cellule ne doit pas étre considérée
comme faisant partie d’un corps cellulaire, comme chez les autres
champignons a thalle continu ou cloisonné. Elle est, par elle-
méme, un étre complet : la meilleure preuve en est qu’elle peut, dans
certains cas, sporuler, ¢’est-d-dire se transformer en asque renfer-
mant des ascospores et, dans tous les cas, donner naissance a des
étre semblables a elle-méme, ¢’est-a-dire & des blastospores. Cette
conception du protiste a été, depuis longtemps, remarquablement
et simultanément développée par Dobell (1) et par Franz (2).

Tout ce que ces auteurs disent des protistes s’applique exacte-
ment aux levures. D’ailleurs, pour se convaincre de Pactivité
physiologique de ces petits organismes, il n’y a qu’a voir le dégage-
ment presqu’immédiat de bulles gazeuses qui se produit dés qu’on
¢émulsionne une anse de blastospores d’une levure-ferment dans une
solution de glycose ou encore de suivre, en culture sur lame, le
développement d’un arbuscule compliqué, aux dépens d’une seule
cellule de levure.

Le présent mémoire n’est donc pas un nouvel essai de systémati-
que des levures. C’est une révision critique des types spécifiques des
Mycotoruloidées, au moyen d’une méthode aussi rigoureuse que
possible. Pour les familles et sous-familles, nous adoptons la classi-
fication si rationnelle de Mlle Lodder. Comme il faut bien donner
un nom générique a ce groupe si homogéne, nous choisissons celui
de Candida qui a la priorité logique, comme nous ’avons dit plus
haut. Nous savons que Monilia est logiquement inacceptable ; quant
aux autres noms qui ont été proposés, ce sont, ou des nomina nuda,
ou des entités morphologiques que nous conservons comme telles,
mais sans leur donner de signification systématique.

Comme cette révision repose sur une série d’expériences et non
sur un jeu d’écritures et de dates, nous exposerons d’abord la
marche & suivre pour déterminer un champignon levuriforme :
isolement des souches, recherche des asques et ascospores, carac-
téres macroscopiques des colonies sur milieux solides, carac-
téres des cultures en milieux liquides, étude de la morphologie
microscopique, critique de la valeur des caractéres microscopiques,

(1) C. DoBeLr. — The principles of protistology. Arch. f. Protistenkunde,
XXIII, 1911, p. 269-310.

19521) V. lmez. — Was ist ein « héherer » Organismus ? Biol. Ctribl., XXXI,
911, p. 1.

ANNALES DE PARAsiTOLOGIE, T. XVI, N° 1. — 1°7 janvier 1938. 4.
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étude des caractéres biologiques (fermentations, ¢lection des sucres,
assimilation de I'azote).

Une fois en possesgion de la méthode d’étude, nous 'appliquons
aux 17 espéces que nce.s avons déja pu caractériser. Nous donnons
la description compléte de ces espéces, ainsi que la liste des syno-
nymes que nos recherches permettent d’y rattacher. Nous termi-
nons par une table alphabétique permettant de retrouver toutes
les espéces que nous avons pu arriver a caractériser, soit comme
types, soit comme synonymes de ces types.

II. MARCHE A SUIVRE POUR LA DETERMINATION D'UN
CHAMPIGNON LEVURIFORME. REVUE CRITIQUE DES PROCEDES EMPLOYES

Nous exposons, dans les lignes qui suivent, la méthode que nous
employons et que nous conseillons pour la détermination des
champignons levuriformes. Nous discutons en méme temps la
valeur systématique des caractéres ainsi mis en évidence.

I. Isolement. — Dans I'ordre logique, la premiére opération a
effectuer est I'isolement d’une souche & partir d’'un produit naturel
ou pathologique.

Cet isolement doit toujours se faire sur un milieu glycosé solide,
le milieu type étant la gélose glycosée a 2 p. 100 et peptonée &
1 p. 100 (D.

Quelques auteurs ont employé le milieu d’épreuve maltosé de
Sabouraud. Cette pratique est absolument & déconseiller, non seu-
lement a cause de la proportion trop élevée de sucre, mais surtout
parce qu’il y a des levures qui se développent trés mal sur maltose,
alors que toutes assimilent suffisamment le glycose.

Ensemencement. — 1l ne doit pas étre fait par points séparés :
il faut, au contraire, étaler, a la surface de la gélose, le produit a
étudier. Au point de vue médical, il est en effet trés important de
connaitre la richesse en levures d'un produit pathologique. L’étale-
ment permet, par le nombre de colonies qui apparaissent, d’évaluer
approximativement la teneur en germes.

Les tubes seront portés a I'étuve a 25°. Cette température est
bien suffisante, certaines levures se développant mal & 37°.

II. Purification des souches. — Il va de soi qu’on ne doit pro-

céder a une détermination qu’en partant de souches absolument
pures.

(1) Le milieu d’¢preuve glycosé de Sabouraud, employé fréquemment, a une
teneur beaucoup trep ¢élevée en suzre et ne convient pas du tout peur les cham-
pignons levuriformes. ;
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Les impuretés les plus fréquentes sont les bactéries. On s’en
débarrasse assez facilement en cultivant la souche en liquide de
Raulin acide, & 25°, pendant 3 & 5 jours. On est quelquefois obligé
de faire deux passages par Raulin pour arriver & une purification
compléte. On s’assurera de la pureté de la souche, soit par un
examen a I’état frais dans le Lugol double, soit en faisant un étale-
ment et en le colorant par le bleu de toluidine & 1 p. 100 ou par le
May-Griinwald-Giemsa,

Infections latentes. — Ce controle microscopique ne suffit pas
toujours pour étre assuré de la pureté d’une souche. Il existe, en
effet, des infections latentes des souches de levures par des bacté-
ries ou d’autres germes. Tant que les levures sont cultivées sur gélose
glycosée, ou en général sur des milieux acides, favorables aux
champignons, ces infections latentes ne se manifestent pas parce
que ces milieux sont défavorables aux bactéries. Mais dés qu’on
porte la souche dans un milieu qui leur est favorable (lait, géla-
tine, etc.), I'infection devient évidente. Ce fait est trés important a
connaitre, car il explique, en grande partie, les résultats insolites
et inconstants obtenus par quelques auteurs qui ont employé la
méthode de Castellani pour la détermination des espéces. En effet,
avec les épreuves de la coagulation du lait et de la liquéfaction de
la gélatine, on arrive a doubler le nombre des espéces obtenues par
la méthode des fermentations. Notre opinion est que souvent les
épreuves positives au lait et a la gélatine sont dues & des infections
latentes.

Un exemple remarquable d’infections latentes chez les champi-
gnons levuriformes est donné par la thése de G. Bourguignon (1906).

Dans ce travail de 220 pages, I'auteur s’efforce de démontrer que
le champignon du muguet peut, outre les formes levures et glo-
bulo-filamenteuses, prendre les formes microbiennes les plus
variées : bacilles, spirilles, leptothrix, staphylocoques, diplocoques,
cocci en chainettes, etc... L’auteur affirme que chacune de ces
formes peut étre obtenue en culture pure, qu’en partant de la
culture pure d’une forme quelconque, on peut revenir & des cultures
mixtes et qu'on observe toutes les formes intermédiaires possibles
entre cocci et levures, bacilles et levures, bacilles et filaments.

Pourtant, en 1906, on savait déja faire des cultures pures. On
connaissait aussi le liquide de Raulin qui date de 1870 et qui permet
de purifier facilement les cultures de levures.

Dans I’histoire de cette curieuse méprise, on retrouve tous les
caractéres des infections latentes : apparition des bactéries, au bout
d’'une quinzaine de jours, dans des cultures de levures en appa-
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rence pures ; disparition de ces bactéries par ensemencement sur
carotte ; leur réapparition par ensemencement sur gélose ou bouillon
non sucrés, favorables au développement des bactéries, cette réap-
parition pouvant demander de 3 a 15 ou 60 jours ; obtention des
levures sans bactéries, mais jamais de bactéries sans levures, sauf
lorsqu’on réensemence de trés vieilles cultures dans lesquelles les
levures sont mortes.

La lecture de ce mémoire est trés instructive et montre combien
il peut étre difficile de se débarrasser des bactéries, méme avec une
technique en apparence rigoureuse, Le meilleur procédé actuelle-
ment connu est 'emploi du liquide de Raulin en passages successifs
ou encore de milieux liquides trés acides, pouvant aller jusqu’a
pH?2, comme le bouillon acidifi¢ par HCI employé¢ en 1933 par Pijper
pour I’étude des levures des crachats.

Mélanges de souches. — Aulant il est, en général, facile, au moyen
du Raulin, de purifier une levure d’un germe bactérien, autant il
est difficile de séparer deux levures en mélange dans la méme
culture.

Quelquefois, on reconnait le mélange facilement et d’emblée
d’apreés aspect macroscopique des colonies. Ainsi, en partant d’un
ongle, nous avons obtenu, dans le méme tube, trois especes diffé-
rentes de levures : Candida parakrusei, Debaryomyces tyrocola et
Klockeria ferrandi,

Quand P'aspect macroscopique des espéces est trés différent, il
sulffit, pour isoler les colonies, d’étaler dans des boites de Pétri des
émulsions tres diluées.

Une fois, en présence des proprié¢tés biologiques et des carac-
téres morphologiques insolites d’'une de nos souches, nous avons
soupconné un mélange. Pensant, d’aprés les propriétés biologiques,
que ce mélange comportait deux espéces, nous avons préparé deux
milieux, 'un favorisant une espéce, I'autre une autre. Aprés plu-
sieurs passages, nous sommes, en effet, arrivés & obtenir une
culture pure de chacune d’elles : il s’agissait d’'un mélange de
deux Candida : C. albicans et C. krusei.

Ce cas n’est pas un fait exceptionnel. Il explique I’existence
d’especes douces de caractéres extraordinaires qui n’ont plus jamais
été retrouvées. La méthode des cultures monospores, soit par le
procédé a I’encre de Chine, soit au moyen d’un micromanipulateur,
permettra toujours de résoudre ces cas difficiles.

III. Recherche des asques. — La recherche des asques est une
des premiéres étapes de la détermination d’un champignon levuri-
forme. Il existe souvent, en effet, une grande similitude de mor-
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phologie et de propriétés biologiques entre ces champignons et les
levures ascosporées. C’est ainsi que les Monilia macedoniensis
Castellani 1917 et M. macedoniensoides Cast. 1926 sont en réalité
des Saccharomyces donnant des ascospores caractéristiques. Il en
est de méme pour le Monilia inexpectata Mazza, Nino et Eguez 1930
avec lequel Talice et Mackinnon (1934) ont pourtant obtenu un
pseudomycélium du type Mycocandida.

Les milieux les plus favorables & la production des ascospores
sont surtout les milieux pauvres, tels que le milieu de Gorodkova (1)
et les tranches de carotte, mais la gélose glycosée a 2 p. 100 est
aussi un bon milieu pour certaines especes. Pratiquement, il est
donc nécessaire d’essayer ces trois milieux dés que la souche a
étudier est purifice.

Le temps d’observation doit étre tres prolongé, pendant au moins
deux mois et souvent plus, car le délai d’apparition des asques est
trés variable. Il faut done faire des prélevements tous les 15 jours.

Au cours de ces examens, la difficulté est de reconnaitre les
asques avec certitude, ce qui n’est pas toujours facile, surtout lors-
que les ascospores sont trés petites, par exemple dans le genre
Debaryomyces. Les erreurs commises a4 ce sujet ne se comptent
plus. Nous venons de mentionner des cas ou les ascospores ont été
méconnues. Il est bien plus fréquent de prendre, pour des ascospo-
res, des inclusions diverses, surtout des gouttelettes de lipides qui
sont treés fréquentes chez les levures. Un exemple bien connu est le
prétendu Endomyces albicans Vuillemin 1899 = Endomyces vuille-
mini Landrieu 1912 = Endomycopsis albicans (Vuillemin) Dekker
1931, qui n’a été vu qu’une fois par Vuillemin et n’a jamais ¢été
réellement retrouvé ni par lui, ni par aucun autre observateur. Il
faut maintenant considérer ces dénominations comme ne corres-
pondant a rien de réel et comme des nomina nuda ou nomina
delenda n’ayant plus qu’un intérét historique. Le Candida albicans
est la levure la plus fréquemment isolée, des milliers de souches
ont donc ¢té étudiées par de trés nombreux observateurs : si la
forme ascosporée décrite par Vuillemin existait réellement, elle
n’aurait pas pu passer inapercue.

Nous disposons de deux moyens pour reconnaitre les ascospores
avec certitude.

1. L’examen direct dans le Lugol double : cette coloration montre

(1) .Pour le mode de préparation de ce milieu et, en général, pour toute la
technique mycologique, se reporter au Précis de microscopie de M. LANGERON,
5* éditicn, Paris, Masson et C't, 1934,
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trés nettement les ascospores, mais elle ne donne la certitude que
pour un ceil exercé.

2. La coloration élective des ascospores par la méthode de Kuffe-
rath. Cette méthode est basée sur une propriété remarquable de la
membrane des ascospores mires : cette membrane est, d’'une part,
acidophile, d’autre part acido- et alcoolo-résistant. L’acidophilie
des ascospores mures est une propriété trés générale dans toute la
classe des ascomycétes, aussi le Mann biacide est-il un excellent
colorant pour les coupes de périthéces : les ascospores y sont colo-
rées électivement en rouge vif trés lumineux. La méthode de Kuffe-
rath utilise 'acido- et I’alcoolo-résistance. Elle donne des résultats
trés nets et incontestables, parce que les ascospores sont seules
colorées et tranchent en rouge vif sur le fond gris de la prépara-
tion, ce qui permet de les déceler rapidement, méme si elles sont
trés peu nombreuses (1),

Nous avons un peu modifi¢ le procédé primitif de Kufferath et
nous opérons comme il suit :

1° Emulsionner sur une lame, dans une goutte d’eau distillée,
filtrée et stérilisée, une trés petite parcelle de la culture 4 examiner.

2° Chauffer la lame sur la veilleuse du bec Bunsen (directement
ou par I'intermédiaire d’une platine chauffante), en la tenant d’'une
main avec une pince, tandis que, de l'autre, on étale I’émulsion
au moyen du fil de nichrome ou d’une effilure de pipette. Il est
indispensable de continuer I’étalement pendant tout le temps que
la goutte met a sécher, de maniére a obtenir une dispersion aussi
uniforme que possible des cellules de levure, car les amas épais
empéchent de voir distinctement les ascospores et leur forme.

Ce chauffage, qui peut aller jusqu’a I’ébullition, n’altére en rien
la forme et I'aspect des asques et, des ascospores, que cette opéra-
tion a fixdées. i

3° La lame étant séche et fixée, colorer par la fuchsine phéniquée
de Ziehl, en chauffant jusqu’a I’ébullition, sans cependant que la
surface de la préparation se dess¢che. Laisser refroidir, laver a
leau et nettoyer les bords de la préparation.

4° Différencier dans I’alcool chlorhydrique & 1 p. 100 ou dans
I’acide lactique & 2 p. 100 et arréter I’action de I’acide par un lavage
4 grande eau. La différenciation ne dure, en général, que quelques

(1) Castelli (Boll. Ist. sieroierap. milanese, XII1, 1934, p. 778-781 et XIV, 1936,
p. 631) emploie, pour mettre en évidence les ascospores des levures, une méthode
un peu analogue & celle de Kufferath (coloration par le Ziehl dilué, puis par
une solution hydro-alcoolique de bleu de méthyléne). Cette méthode est bien
postérieure a celle de Kufferath, qui date de 1929, et n’utilise pas 'acido-résis-
tance de la membrane des ascospores mires,
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secondes, mais ce temps varie avec 'espéce étudiée et avec le degré
de maturité des ascospores.

5° Colorer le fond, pendant 30 secondes, par une solution de bleu
de Nil & 1 p. 100.

6° Laver a I’eau distillée.

7° Egoutter sans sécher completement.

8° Pendant que la lame est encore humide, étaler sur la prépara-
tion, avec une pipette fermée, une goutte d’encre de Chine.

9° Laisser sécher et monter au baume.

Dans une préparation réussie, les ascospores mures sont colorées
en rouge, les asques apparaissent en blanc sur le fond noir : on
pourra voir leur forme et les phénomeénes de copulation s’ils exis-
tent ; les cellules végétatives sont colorées en vert par le bleu de Nil.

L’emploi du bleu de Nil n’est pas indispensable, mais c’est le
seul colorant qu’on puisse employer pour les cellules végétatives,
tous les autres bleus étant décolorés par I'encre de Chine.

ITI. CARACTERES MACROSCOPIQUES DES COLONIES SUR MILIEUX SOLIDES

Milieu solide. — Pour étudier les caractéres macroscopiques des
colonies développées sur milieu solide, nous avons adopté, comme
milieu-type, la gélose glycosée @ 2 p. 100 et peptonée a 1 p. 100.
Les produits employés sont ceux qui servent & la préparation du
milieu d’épreuve glycosé de Sabouraud, c’est-a-dire le glycose massé
et la peptone granulée de Chassaing.

Il est certain que les levures peuvent se développer sur un sup-
port quelconque, pourvu qu’on leur fournisse I'aliment glycidique
dont elles ont besoin. Mais nous avons adopté ce milieu parce qu’a
notre avis, il présente de nombreux avantages :

1° Il convient trés bien au développement des champignons levu-
riformes.

2° 11 est facile & préparer, bon marché et toujours pareil a lui-
méme, ce qui n’est pas le cas pour le moit de biére gélosé, qui ne
présente d’ailleurs pas d’avantage spécial et qui, dans certains
endroits, est difficile, ou méme impossible, & se procurer.

3° C’est un milieu relativement pauvre en glycides et qui, par
conséquent, favorise la filamentisation et méme, dans certains cas,
la formation des asques.

Nous estimons parfaitement inutile 1'emploi paralléle de divers
milieux usités en bactériologie, parce qu’ils sont plus ou moins
impropres au développement des champignons levuriformes. On
encombre ainsi les descriptions de détails inutiles, en général
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communs a toutes les levures, et dont I'abondance masque les faits
réellement importants. Certains auteurs croient nécessaire de
déerire la culture d’un champignon sur le plus grand nombre pos-
sible de milieux ; il y a peu de renseignements utiles a tirer de ce
fatras. Ce qui peut étre intéressant, dans certains cas, c’est I'emploi
de milieux spéciaux; d’une composition chimique définie, auxquels
on demande une réponse nette et précise, mais alors on n’a que
faire de la description de la culture,

Colenies géantes. — A I’époque oti 'on ne connaissait pas encore
la filamentisation des champignons levuriformes, ni les moyens de
la faire apparaitre, on cherchait a utiliser les caractéres macrosco-
piques de colonies lentement développées dans des vases de culture
a large surface (matras coniques, boites de Roux, etc.). Il est certain
que, si I’on fournit & une levure un milieu trés abondant, sur une
large surface convenablement aérée, elle aura, en général, tendance
a former une colonie trés étendue. Cette extension, proportionnelle
a la surface utilisable, n’a en soi rien de caractéristique, puisqu’elle
dépend des dimensions du vase. Ce qui peut étre caractéristique,
c’est I'aspect de la colonie & un age déterminé, quelle que soit sa
dimension. Ce qu’on doit donc étudier, ce n’est pas la colonie
géante, mais la colonie adulte, qu’on peut obtenir aisément dans
un tube & essai ordinaire. Les colonies géantes nous paraissent
done actuellement inutiles.

Colenies adultes. — Nous nommons colonie adulte une colonie
qui a cessé de s’accroitre, ce qui dépend évidemment de la quantité
de milieu qui lui est offert et de la surface dont elle dispose. A un
certain moment, il s’établit un équilibre entre le champignon et le
milieu aux dépens duquel il vit. C’est ce moment-la qu’il faut choisir
pour déerire la colonie, car apres, elle vieillit, ses caracteres s’effa-
cent et le milieu se desséche. La maturité d’une colonie est évidem-
ment d’autant plus précoce que le milieu est moins abondant et, en
ce sens, on peut presque dire qu’il y a des colonies géantes microsco-
piques. La taille d’'une colonie n’a donc rien a voir avec ses carac-
téres macroscopiques, puisqu’elle dépend uniquement des dimen-
sions du vase de culture. Notre expérience nous a appris qu’au
bout d’un mois, dans un tube & essai ordinaire, une colonie de
champignon levuriforme a acquis ses caractéres définitifs.

Mode d’ensemencement. — Nous ensemencons en deux points
séparés, surmontés par une strie dans la partie haute du tube, au
voisinage de la paroi de verre, dans la zone ol la couche de gélose
inclinée est trés mince,
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Nous obtenons ainsi trois « colonies géantes » de dimensions
différentes, mais d’aspect tout a fait comparable. La présence de
trois colonies permet d’éliminer de la description des caractéres
accidentels ou accessoires auxquels on pourrait attribuer de 'impor-
tance si on n’avait qu’une seule colonie.

La strie terminale permet d’observer la filamentisation a travers
la paroi du tube, ce qui, pour quelques espéces, est assez caracté-
ristique pour permettre de les reconnaitre.

La strie n’a d’intérét que si elle est courte et terminale. L’ensemen-
cement total en une seule strie ne donne pas de caractéres suffi-
sants parce qu'en somme, c’est un ensemencement massif et la
colonie cesse de s’accroitre avant d’étre arrivée a maturité. En
réalité, une longue strie n’équivaut pas & une colonie, mais & une
infinité de colonies confluentes.

Principaux caractéres macroscopiques des cultures. — 1° Cou-
leur. — La couleur qui, pour d’autres champignons, est un carac-
tére variable et secondaire, présente, pour les champignons levu-
riformes qui nous occupent, une grande importance. En effet, la
couleur de ces champignons varie du blanc au créme plus ou moins
sale ; jamais ils ne sont colorés en rouge.

Toutes les levures rouges forment un autre groupement homo-
géne (genre Rhodotorula Harrison 1928), chez lequel la coloration
est due a un pigment carotinoide ; ces levures rouges possédent en
outre des caractéres morphologiques (absence de filamentisation) et
biologiques tout a fait nets,

Les levures et champignons levuriformes noirs appartiennent au
genre Torula Persoon 1796 ; outre leur pigment fuligineux carac-
téristique, ils ont une morphologie trés spéciale qui leur est parti-
culiére.

2° Aspect et consistance. — Langeron et Talice avaient basé leur
classification sur I'opposition qu’ils avaient cru remarquer entre
colonies crémeuses et colonies membraneuses. Un examen plus pro-
longé et plus approfondi des colonies a montré que cette opposition
n’est qu’apparente. En réalité, tous les champignons levuriformes
donnent des colonies erémeuses, la colonie membraneuse n’étant
en somme qu’une variété de colonie crémeuse.

La colonie crémeuse (1) pure est celle dont on peut prélever une
parcelle sans entrainer autre chose que le point touché par le fil &

(1) Les arthrosporés du genre Trichosporum développent des colonies pateu-
ses et cérébriformes, bien différentes des colonies crémeuses ou membraneuses
des blastosporés blancs. Ces colonies pateuses se morcellent au contact du fil
et elles sont adhérentes au milieu,
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ensemencer. De plus, la partie prélevée s’émulsionne immédiate-
ment et uniformément dans une goutte d’eau.

Dans une colonie membraneuse, au contraire, on entraine, avec le
fil, des parties voisines de celle qui a été directement touchée. On
peut méme, dans certains cas, entrainer toute la membrane en en
touchant un seul point. La partie prélevée ne s’émulsionne ~que
partiellement dans une goutte d’eau, la majeure partie formant des
grumeausx.

Deux ordres de faits nous ont détourné de maintenir une distinc-
tion fondamentale entre colonies membraneuses et colonies cré-
meuses :

1° 11 y a des espéces dont les colonies sont a la fois erémeuses
et membraneuses, par exemple Candida tropicalis, dont la plupart
des souches donnent des colonies & centre membraneux entouré
d’une auréole crémeuse plus ou moins large.

2° Les colonies d’une espéce donnée, habituellement toujours
crémeuses, peuvent, dans des conditions encore mal définies, deve-
nir membraneuses. D’autres souches se dissocient en deux formes,
crémeuse et membraneuse. Nous observons ces variations depuis
longtemps : elles ont ¢té signalées, d’autre part, par Negroni en
Argentine et par Mackinnon en Uruguay.

Nous reviendrons sur cette question dans un chapitre spécial.

3° Etat de la surface. — La surface peut étre lisse ou plissée. En
général, les colonies crémeuses sont lisses, tandis que les colonies
membraneuses sont plus ou moins plissées. Mais une culture plissée
n’est pas forecément membraneuse ; c’est le cas de Candida interme-
dia, C. brumpti, C. flareri. Les cratéres et mamelons qui apparaissent
sur- certaines colonies sont des caractéres tardifs et ne présentent
aucun intérét.

La surface peut étre brillante, humide, comme si elle était recou-
verte d’un vernis, ou bien mate, séche, comme si elle était finement
saupoudrée de tale. D’autres fois, la colonie est mate, mais présente
des marbrures brillantes, comme si la fine pellicule qui parait la
recouvrir s’était déchirée par endroits.

Ce caractére de sécheresse ou d’humidité est trés important
pour la systématique. En effet, toutes les cultures séches présen-
tent un voile net dans les milieux liquides, ce qui n’implique
d’ailleurs pas que les colonies humides ne puissent pas, elles aussi,
produire un voile.

La distinction entre colonies mates et brillantes n’est pas non
plus absolue. Ainsi, certaines espéces peuvent étre mates au début,
puis devenir brillantes (Candida tropicalis) ; d’autres sont toujours
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mates, sauf quand elles vieillissent (Candida krusei). Le caractére
de matité peut aussi s’associer a d’autres caracteres.

Caractéres secondaires. — Outre les quatre caractéres fondamen-
taux : couleur, état crémeux ou membraneux, surface lisse ou plis-
sée, brillante et humide ou mate et séche, il faut tenir compte
aussi de quelques caractéres secondaires, par exemple :

1° Les bords des colonies, qui peuvent étre régulierement arron-
dis (Candida p‘amkrusei) ou festonnés (C. krusei, C. aldoi).

2° La présence ou I’absence de filamentisation visible sur les bords
de la colonie,

Valeur des caractéres macroscopiques. — Aucun de ces carac-
téres n’est absolument constant et spécifique ; on peut rencontrer
des anomalies dont nous parlerons plus loin. Cependant, une des-
cription des colonies basée sur nos quatre caracteres fondamentaux
peut étre assez précise pour permettre, dans certains cas, une
détermination presque certaine. C’est, par exemple, le cas du Candida
krusei : voici la diagnose de sa colonie :

Colonie blanche, crémeuse, séche, lisse ou trés légérement plissée
au centre ; bords festonnés, entourés d’une couronne de filaments
longs et sinueux qui courent a la surface du milieu sans y pénétrer.

Cette description suffit 4 caractériser C. krusei, car aucune autre
espeéce de levure ou de champignon levuriforme ne donne de colo-
nies présentant cet ensemble de caractéres.

IV. CARACTERES DES CULTURES EN MILIEUX LIQUIDES

Les caractéres des cultures en milieu liquide sont aussi impor-
tants, pour la délimitation et la détermination des espéces, que
P’aspect macroscopique des colonies sur milieux solides.

Milieu de culture. — Le choix du milieu doit étre guidé par les
mémes principes que ceux qui ont présidé au choix du milieu
solide. Nous nous sommes donc arrétés a un milieu glycosé a
2 p. 100 et peptoné a 1 p. 100, qui ne différe de notre milieu solide
que parce qu’il n’est pas gélosé.

Ce milieu avait déja été recommandé par Talice et Mackinnon &
la suite de leurs recherches sur le voile des champignons levuri-
formes (1932). Mais ces auteurs prenaient 1 gr., 80 de peptone au
lieu de 1 gr. Il nous a paru préférable d’avoir une méme proportion
de peptone dans nos deux milieux, solide et liquide.
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Matériel. — Ce milieu liquide est réparti dans des tubes a essai
ordinaires (18 cm. X 18 mm.). Les matras coniques ou les ballons
a fond plat nous ont paru trop encombrants. Aprés essai, nous en
avons rejeté 'emploi, car ils ne donnent pas de résultats supérieurs -
a ceux qu’on obtient avec les simples tubes.

Ensemencement et culture. — L’ensemencement est fait avec une
trace de culture sur milieu solide. Les tubes sont portés a I’étuve
a 25° et observés pendant 20 jours. Au-dela de ce délai, les rensei-
gnements tirés de cette épreuve deviennent confus et perdent une
partie de leur valeur systématique.

Epreuves de température. — Nous avons renoncé a pratiquer les
épreuves classiques en zymologie pour la mise en évidence des
températures optima, maxima et minima d’apparition du voile.
Cette étude, qui peut étre intéressante pour la distinction de races
et de souches, est inutile pour la détermination des espéces,

Caractéres fondamentaux. — Le caractére principal des cultures
en milieu liquide est la présence ou I’absence de voile. La présence
d’un anneau constitue aussi un caractére intéressant.

Anneau. — L’anneau est constitué par une colonie annulaire qui
se développe dans I’angle formé par la rencontre de la paroi du tube
avec la surface du liquide. On peut considérer 'anneau comme un
voile incomplet.

Voile. — Le voile est une colonie aérienne qui recouvre plus ou
moins complétement la surface libre du milieu liquide. En effet, le
voile peut étre dissocié en itlots qui flottent a la surface du liquide
sans adhérer a la paroi.

Le voile, suivant son aspect, peut étre membraneux ou muqueux.

a) Le voile membraneux est formé de filaments enchevétrés qui
s’étendent d’une paroi du tube a P'autre. Ces voiles sont en général
fortement adhérents a la paroi ; on peut méme dans certains cas
(Candida suaveolens) incliner fortement le tube sans renverser le
liquide. Si, par agitation, on arrive a les détacher, ils tombent au
fond du tube. Il se forme ainsi un dépot stratifié, constitué par la
chute successive de plusieurs voiles,

Les voiles membraneux présentent, en général, une surface plis-
sée et les plis ne sont pas déformés par I'inclinaison du tube.

b) Le voile muqueux est formé de cellules flottant a la surface du
liquide ; il s’accompagne généralement d’un anneau qui monte
trés haut le long de la paroi du tube., Quand on agite le tube, on voit
des fragments de 'anneau monter par capillarité le long de la paroi,
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aussi le voile muqueux ne donne pas 'impression d’étre adhérent a
la paroi. L’agitation fait, en outre, tomber au fond du tube de
nombreux grumeaux ou simplement un nuage de blastospores, ce
qui rend le liquide trouble.

Le voile muqueux n’est jamais complétement immergé, il reste
toujours, a la surface du liquide, une pellicule trés fine.

Ce voile peut étre, ou bien humide, semi-transparent, ou blanc,
par suite des bulles d’air emprisonnées, et mat. Quand il est bien
“développé, il peut former de petits plis.

Le voile muqueux est constant pour toutes les souches qui don-
nent des colonies mates, C'est le voile typique du Candida krusei
et ce voile est absolument semblable & celui d’Hansenula anomala.

Il y a des espcces qui peuvent présenter successivement les deux
types de voile, Ainsi, Candida tropicalis forme, au début, un voile
muqueux qui devient membraneux par la suite.

Valeur systématique des voiles. — La présence d’un voile, si les
conditions de son apparition sont bien précisées (milieu, tempéra-
ture, date d’apparition), est un caractére de premiére importance
pour la détermination des espéces. Ainsi, un des caractéres qui
distinguent Candida triadis de C. albicans est I'apparition, vers le
5° jour, d’un voile muqueux dans les cultures de C. triadis.

Signification biologique. — On considére généralement le voile
comme un caractére d’aérobiose, et c’est assez rationnel, puisqu’il
se développe en surface. Nous avons cependant vu apparaitre des
voiles en pure atmospheére d’anhydride carbonique, sans le moindre
mélange d’air (Candida lodderi). 11 y a done d’autres facteurs que
l'oxygéne qui provoquent ce développement en surface. Un voile
membraneux peut apparaitre aussi dans les tubes de fermentation
de C. albicans, aprés que le bouchon de paraffine a été chassé vers
le haut ; il se forme donc aussi en atmosphere carbonique.

Caractéres secondaires. — Ce sont les caractéres de l'anneau,
la présence ou I’absence d'un dépot ou d’un trouble. Ces détails
sont intéressants & noter, mais ils n’ont pas d’importance systé-
matique.

V. TECHNIQUES D'ETUDE DES CARACTERES MICROSCOPIQUES
DES CHAMPIGNONS LEVURIFORMES

Nous distinguons deux catégories de procédés pour I’étude de la
morphologie microscopique des champignons levuriformes : les uns
sont destinés & montrer la morphologie des formes levures, c¢’est-a-
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dire des blastospores, les autres & mettre en évidence les colonies
microscopiques typiques, c’est-a-dire I'appareil sporifére verticillé.

A. Etude de la morphologie des blastospores. — Le procédé bac-
tériologique classique de I’étalement fixé et coloré, soit au Gram,
soit au bleu de toluidine, peut étre utile pour I'examen des préleve-
ments cliniques, mais il est & proscrire pour I'étude mycologique
proprement dite. D’ailleurs, pour I'examen des étalements de pro-
duits pathologiques, le procédé panoptique May-Griinwald-Giemsa
donne toujours des résultats incomparablement supérieurs. Il ne
présente pas les inconvénients des méthodes bactériologiques, qui
contractent les cellules de levures et rendent méconnaissable leur
structure interne, a tel point qu’il est quelquefois méme impossible
de reconnaitre des levures dans des préparations ainsi traitées.

D’ailleurs, les réactions tinctoriales si utiles en bactériologie, le
Gram en particulier, ne sont d’aucune utilité pour la détermination
des levures. Il n'y a pas, en effet, de levures Gram-positives ou Gram-
négatives. Ce sont des étres beaucoup plus volumineux et complexes
que les bactéries et ils ne prennent ce colorant, d’'une maniére homo-
geéne et intense, que lorsqu’ils sont trés jeunes. Les levures plus
agées se colorent partiellement ou méme pas du tout. Le caractere
de la réaction de Gram doit donc disparaitre de la diagnose des
especes.

1. Examen dans le Lugol double. — Le procédé le plus simple et
le plus recommandable pour I’étude des formes levures est I'exa-
men a I’état frais, entre lame et lamelle, d’'une parcelle de la colonie
dans une goutte de Lugol double. Ce réactif met en évidence tous
les détails de la structure interne utiles & connaitre au point de
vue systématique ; il respecte entierement la forme et les dimen-
sions des cellules. Les préparations ainsi obtenues ne peuvent étre
conservées, Elles sont peu propres a la photographie a cause des
mouvements des cellules.

2. Procédé a l'encre de Chine. — Ce procédé permet d’obtenir trés
facilement des préparations permanentes, excellentes pour la micro-
photographie.

Mélanger sur une lame une goutte d’eau distillée, filtrée et stérili-
sée, avec une gouttelette d’encre de Chine spéciale pour la micro-
graphie.

Emulsionner, dans la goutte ainsi préparée, une trace de culture.
Etaler légérement, comme pour un étalement de sang, et laisser
sécher a plat, a I’étuve a 37°.

Pour examiner, déposer sur la tache d’encre une goutte d’huile
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de ceédre et recouvrir d’une lamelle. Ces préparations se conservent
indéfiniment, donnent de trés belles photographies et montrent par-
faitement la forme et le contour des cellules, dont les dimensions
sont trés peu ou pas du tout modifiées. Par contre, la structure
interne est & peu pres invisible,

3. Coloration des capsules. — L’examen direct dans le Lugol est
généralement suffisant pour mettre en évidence la capsule chez les
levures qui en possédent.

Pour la colorer, employer la fuchsine phéniquée de Ziehl, comme
dans le procédé de Kufferath pour la coloration des ascospores.
Apres coloration, rincer a I'eau, puis couvrir la lame de Lugol
pendant une minute. Différencier ensuite trés rapidement dans
I’aleool chlorhydrique faible (a 0,50 p. 100). Rincer a I’eau, sécher
et appliquer I'encre de Chine, comme pour la coloration des
ascospores.

" Par ce procédé, les capsules restent incolores, mais les cellules
de levures sont colorées en rouge et le fond de la préparation est
noir, ce qui rend les capsules trés visibles... lorsqu’elles existent.

B. Etude de l'appareil sporifére verticillé dans les colonies
microscopiques. — La meilleure méthode pour I'étude de I'appa-
reil sporifére verticillé est incontestablement celle des cultures
sur lames gélosées de Rivalier et Seydel : ce procédé donne des
préparations trés belles et d’'une conservation indéfinie. D’autres
méthodes peuvent aussi rendre des services dans certains cas:
nous allons les passer rapidement en revue.

1. Cultures en goutte pendante. — Ce procédé, largement utilisé
par Langeron et Talice, n’est, en somme, pas favorable a 1’étude
des champignons levuriformes, pour laquelle il présente de multi-
ples inconvénients. La culture se fait, soit en milieu liquide glycosé
a 2 p. 100 et peptoné a 1 p. 100 (non gélosé), soit plus simplement
en eau de pommes de terre. Ce procédé classique, dit & Van Tieghem
et Lemonnier, est longuement décrit par I'un de nous dans son Précis
de microscopie (1). Aussi nous bornerons-nous a en indiquer les
inconvénients pour le cas qui nous occupe.

Les blastospores ensemencées, au lieu de rester séparées, obéis-
sent a la pesanteur et s’accumulent dans la partie déclive de la
goutte, qui est aussi la plus éloignée de 'objectif du microscope.
Aussi, lorsque la filamentisation a lieu, il se forme une masse

(1) M. LaNGERrON. — Précis de Microscopie, 5° édition, 1934, p. 1118-1122, Col-
lection des Précis médicaux, Paris, Masson et C's,
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touffue dans laquelle les détails sont peu visibles ; la filamentisa-
tion ne se produit pas toujours, parce que le milieu liquide est
défavorable a certaines especes.

L’appareil sporifére formé en milieu liquide est d’une excessive
fragilité, aussi est-il endommagé ou détruit par les moindres
secousses, inévitables au cours de la manipulation et de 'examen
des cellules. Pour la méme raison, il est trés difficile d’obtenir des
préparations durables & cause de la nécessité de retourner les lames
pour les dessécher, ce qui ne peut se faire sans secousses.

Enfin, le milieu étant peu abondant, la végétation est rapidement
arrétée par épuisement et évaporation de ce milieu, et on ne peut
obtenir I’aspect des vieilles cultures, qui est quelquefois trés
caractéristique (Candida tropicalis).

2. Prélévement de colonies en milieu liquide. — Les mémes
reproches peuvent étre adressés a ce procédé de prélevement, pré-
cédemment employé par Langeron et Talice, Au moyen d’une pipette
non effilée, c’est-a-dire d’'un morceau de tube de verre muni d’une
tétine, on préleve délicatement des colonies flottantes en milieu
liquide, dans un tube, et on les dépose sur une lame. On laisse
sécher a I’étuve & 37° et on colore. L’extréme fragilit¢ du pseudo-

mycélium rend ce tour de main trés aléatoire.

3. Observation a travers la paroi du tube. — Ce procédé, simple et
commode, est applicable aux cultures en tubes sur milieux solides
inclinés. Il se pratique en fixant le tube sur la platine du micros-
cope au moyen de deux petites masses de cire a modeler. On peut
arriver a4 employer un grossissement assez considérable en ayant
recours a de trés forts oculaires, combinés avec des objectifs faibles
ou moyens. Bien entendu, on ne peut pratiquer cette observation
que lorsque la filamentisation s’est produite, ce qui demande, sur
milieu solide, un temps assez long.

L’aspect des colonies ainsi observées est trés trompeur a cause
de la réfraction et des jeux de lumiére, Aussi cette méthode, utile
avant I'ére des cultures sur lames gélosées, a beaucoup perdu de
son intérét. Elle permet encore de reconnaitre certaines espéces,
par exemple le Candida albicans, lorsqu’il donne des chlamydospo-
res, trés visibles par ce procédé, ou le C. parakrusei, reconnaissable
a sa ramification en rameau de sapin et a la présence, dans les
vieilles cultures, de longues chainettes formées de trés gros éléments.

4. Coupes de cultures. — Il ne s’agit pas ici de coupes au micro-
tome, apreés inclusion a la paraffine, mais d’un procédé beaucoup
plus simple, permettant de voir facilement les filaments profonds
et d’obtenir des préparations durables.
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Dans un tube ou la filamentisation est bien développée, nettoyer
la surface du milieu au moyen du fil de nichrome et la bien laver
a 'eau. Chauffer légerement le tube pour en extraire un trong¢on
de milieu que I'on découpe, avec une lame de rasoir, en tranches
de un a deux millimétres d’épaisseur. Placer ces tranches a plat sur
une lame et les laisser sécher a I’étuve pendant 4 ou 5 jours.
Colorer ensuite (de préférence a I’érythrosine) comme une culture
sur lame.

5. Cultures en cellules sur lamelles gélosées. — Ce procédé, imité
de celui de Fortner (1), permet d’observer au microscope, & de forts
grossissements, le développement des champignons levuriformes en
milieu gélosé et de suivre longtemps I’évolution des colonies qui
finissent par prendre les caractéres des cultures agées. Cette méthode
tient & la fois des cultures en goutte pendante et des cultures sur
lames gélosées.

Prendre de trés grandes lamelles (25 X 50) ; pour les géloser, on
les pique horizontalement dans un bloc de cire a modeler, puis, avec
une pipette chargée de milieu gélosé fondu, on en dépose sur
chaque lamelle une goutte qu’on étale rapidement avant solidifica-
tion. On retourne brusquement e bloc de maniére a placer les
lamelles face en-dessous et on ensemence en étalant, a la surface de
la gélose, une émulsion trés pauvre. On place ensuite chaque
lamelle, toujours face en-dessous, sur un anneau de verre collé a la
paraffine ou a la lanoline sur une lame ordinaire, comme pour les
cultures en goutte pendante. Nous avons fait faire dans ce but des
anneaux ovales en verre étiré, permettant I’emploi de trés grandes
lamelles et le développement de grandes colonies. Ces anneaux mesu-
rent 4 cm. de grand axe et 2 cm. de petit axe. Au fond de la
cellule, on verse quelques gouttes d’eau distillée stérile et on colle
la lamelle au bord supérieur de I'anneau avec de la lanoline, en
ayant soin que la fermeture soit hermétique. Il est inutile d’enlever
le milieu gélosé qui se trouve sur les bords de la lamelle. Les
cultures ainsi obtenues peuvent étre arrétées, séchées et colorées,
comme il est expliqué ci-aprés.

6. Cultures sur lames gélosées. — Ce procédé est certainement le
meilleur pour obtenir des préparations durables, dans lesquelles
tous les éléments de I'appareil sporifére verticillé sont parfaitement
en place, Le seul défaut de cette méthode est qu’elle ne permet pas
Pobservation microscopique du développement des colonies.

(1) J. ForTNER. — Die Mikroskopie der aéroben und anaéroben Oberflichenko-
lonien auf hingendem Agar. Zirlbl. f. Bakt., 1, Orig., CXV, 1929, p. 96-99.

ANNALES DE PaRrasiToLOGIE, T. XVI, ¢ 1. — 1°F janvier 1938. b.
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Nous avons été amenés & modifier le procédé primitif de Rivalier
et Seydel pour I'appliquer a I'étude des champignons levuriformes.
Voici comment nous conseillons de procéder :

a) Matériel. — Stériliser a I’avance, par la chaleur sé¢che, une
série de tubes Borrel, garnis chacun d’un prisme de verre triangu-
laire et de trois lames.

Rivalier et Seydel emploient des boites de Pétri. Nous préférons,
pour le travail en grande série, les tubes Borrel pour les raisons
Suivantes : 1° économie de place ; 2° facilité de manipulation ;
3° moindre danger de contamination par les moisissures de I'air ;
4° les lames tenues verticalement présentent des zones d’humidité
et d’épaisseur différentes, ce qui réalise, en certains points, les
conditions optima pour la filamentisation ou pour Plapparition de
tel ou tel caractére.

b) Préparation des lames gélosées. — On peut géloser les lames
en les saisissant simplement avec une pince et en les trempant dans
un tube Borrel contenant le milieu gélosé fondu, puis en les repla-
cant horizontalement dans leurs tubes respectifs.

Cette manicre de faire est simple et rapide, mais elle présente
deux inconvénients : le premier est de modifier le milieu par suite
du temps nécessaire a sa liquéfaction ; en outre, les milieux conser-
vés en tube Borrel s’infectent treés facilement, d’ou un sérieux
gaspillage de gélose, car ces milieux ne peuvent servir qu’une fois.

Le second inconvénient est que, par trempage, la couche obtenue
est toujours de la méme épaisseur et en général trop mince pour la
culture des champignons levuriformes. De plus, lorsque la lame
est placée verticalement dans le tube aussitot aprés le trempage, la
gélose a tendance a couler vers le bas, laissant le haut dégarni, de
sorte que cette partie se desséche trop vite. Si on maintient la lame
horizontalement pendant un temps suffisant pour que la gélose se
solidifie, on court grand risque -d’infection par les poussiéres
atmosphériques.

Pour remédier a ces inconvénients, nous gélosons les lames a la
pipette, de la maniére suivante :

Les tubes Borrel, préalablement stérilisés comme il est dit plus
haut, sont rangés en série, presqu’horizontalement, et soutenus par
une bande de cire & modeler. On regle leur position de sorte que
la lame supérieure soit horizontale.

Le milieu est conservé dans des tubes & essai ordinaires ; on le
liquéfie ainsi trés rapidement au bain-marie au moment de s’en ser-
vir. Ou puise dans les tubes avec une pipette coudée a angle droit et
munie d’'un tube de caoutchouc pour P'aspiration.

Tenant la pipette de la main droite, on ouvre les tubes Borrel de la
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main gauche, en tenant ouverture du couvercle dirigée en bas, La
position horizontale du tube empéche les poussitres de tomber sur
les lames. On dépose alors une grosse goutte de gélose sur la lame
supérieure horizontale et on I’étale. On referme le tube et, aprés
un flambage rapide de la pipette, on passe au tube suivant. Une fois
la série terminée, la gélose des premiéres lames a eu le temps de
se solidifier, on tourne alors chaque tube d’un tiers de tour, de
maniére a présenter une seconde lame horizontalement, et on
recommence jusqu’a ce que toutes les lames soient gélosées.

Nous faisons, en général, deux lames minces par tube et une lame
plus épaisse. On peut encore géloser chaque lame avec un miljeu
différent.

¢) Ensemencement. — Une fois les lames gélosées, on les ense-
mence. Deux écueils sont & éviter quand on ensemence en partant
d’un milieu solide :

1° Déchirer la gélose avec le fil ; 2° faire un ensemencement trop
massif.

On évite I'un et 'autre en employant, au lieu du fil, une pipette
trés effilée, capillaire. Nous faisons en général deux stries paralléles,
assez loin des bords de la lame. Les filaments ont tendance a se
développer plus abondamment vers la périphérie, o ils sont, en
général, longs et touffus. Au contraire, la partie comprise entre
les deux stries contient des filaments moins longs et moins abon-
dants, mais en général plus faciles a étudier.

Si on ensemence en partant d’un milieu liquide, il suffit de
déposer une goutte d’émulsion sur la partie supérieure de la lame,
puis d’appliquer la pipette pour I’étaler.

Au cours de I'ensemencement, on flambe l'orifice des tubes Borrel
comme pour un tube ordinaire dans lequel le bouchon de coton est
remplacé par un couvercle.

Une fois I'’ensemencement terminé, on garnit le fond du tube
d’eau stérilisée ou de liquide de Raulin, sur un centimeétre de hau-
teur environ, afin d’assurer aux lames une atmosphére humide.
Mais habituellement, cette précaution ne suffit pas et, pour obtenir
de belles cultures sur lames, il faut mettre les tubes Borrel eux-
mémes en chambre humide. Nous nous servons pour cela de gros
bocaux & conserves & couvercle de verre pouvant permettre un
bouchage hermétique. On les garnit au fond d’eau distillée sur
environ un centimétre de hauteur et on y place les tubes Borrel.
Ensuite, avec le bec Bunsen retourné, on chauffe 'air intérieur du
bocal, de maniére a le raréfier et & favoriser la production de vapeur
d’eau, puis on ferme hermétiquement en appliquant le couvercle
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préalablement enduit de lanoline, ainsi que le bord du bocal. On
s’assure que le joint de lanoline ne présente pas de lacunes.

Les cultures peuvent ainsi étre mises a 25° ou a 37° et rester
humides et vivantes pendant trés longtemps. -

Nous considérons I’emploi de ces bocaux comme indispensable :
la plupart des insucces tiennent, en effet, & une dessiccation trop
rapide des parties minces de la lame gélosée, justement la ou la
filamentisation est la plus favorable pour I’étude.

Ces bocaux permettent, en outre, de faire des cultures en anaéro-
biose relative, en remplacant 'air par de I'anhydride carbonique
provenant d’un obus & gaz carbonique liquéfié ou plus simplement
d’un appareil de Kipp. On fait arriver le gaz carbonique par un
tuyau plongeant jusqu’au fond du bocal : I'air, plus léger, est peu
a peu déplacé.

Ce procédé a déja été préconisé par Magnusson pour la culture
de I’Actinomyces israeli, qui est aussi un anaérobie préférant.
Pour les levures, le gaz carbonique, non seulement favorise le
développement des colonies en empéchant 'aérobiose, mais encore
il joue un role direct en accentuant la filamentisation, C’est le
phénoméne de Uélongation déja observé par Teodoresco (1899),
Fineman (1921), M, Molliard et Crépin (1934), puis récemment par
M. Molliard (1935). Les nouvelles expériences de Molliard ont porté
sur le lupin, le pois et la pomme de terre. Les faits que nous avons
observés avec les levures concordent parfaitement avec ce que ces
observateurs ont obtenu pour les phanérogames. L’allure de I’élon-
gation est méme beaucoup plus accentuée pour les levures, comme
nous le verrons en décrivant les espéces.

d) Milieux pour lames gélosées. — Ce procédé permet évidemment
I’emploi des milieux gélosés les plus variés. Pour les champignons
levuriformes, nous nous contentons de deux milieux : la gélose
glycosée a 2 p. 100 et peptonée a 1 p. 100 et le milieu dit P.C (pomme
de terre-carotte) :

EAOTAINAIES: dicovivavacarati i aeissasresmimmetailiia i 1.000 cm?
Pulpe de pomme de terre ........c.o0c00nee 20 gr.
Pulpe de carote’ . ....sceevomossosssomoeans 20 gr.
GELOSE o i i v s R A 20, gr.

Laisser macérer les pulpes dans I’eau pendant une heure, faire
bouillir pendant cinq minutes, filtrer au coton et ajouter la gélose.
Porter, a 'autoclave, & 120°, en montant lentement avec les précau-
tions habituelles. Filtrer de nouveau au coton, répartir en tubes
et stériliser a4 120° pendant quinze minutes.
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Ce dernier milieu (P.C.) donne une filamentisation plus rapide,
plus nette et plus abondante. La présence de la carotte et la
pauvreté du milieu favorisent, en outre, I’apparition des asques
s’il s’agit d’une levure ascosporée.

Il nous parait nécessaire d’employer ces deux milieux, car il y a
des levures qui ne filamentent bien que sur I'un d’eux et certains
détails morphologiques apparaissent de préférence dans un milieu
plutot que dans 'autre.

Il est inutile de se préoccuper du pH. La légére acidité de ces
milieux est trés favorable au développement des champignons
levuriformes et ses légeres variations n’ont aucune action sur la
filamentisation.

e) Durée de la culture sur lames gélosées. — Cette durée est
trés variable ; aussi, pour avoir une notion compléte du développe-
ment d’'une levure, nous sortons une lame le 2° jour, une autre le
7° jour et la troisiéme seulement au bout de 15 a 20 jours.

f) Coloration des cultures sur lames gélosées. — 1l est nécessaire
d’examiner les lames dés qu’elles sont sorties des tubes Borrel,
pendant qu’elles sont encore humides. On reconnait ainsi I'état du
développement et on apprécie certains détails qui apparaissent
mieux qu’aprés dessiccation.

Avant de colorer les lames, il faut effectuer les opérations sui-
vantes :

1. Enlever, avec un scalpel, toutes les parties crémeuses ou sail-
lantes qui géneraient le montage sous lamelle et nettoyer soigneu-
sement I’envers de la lame.

2, Dessiccation compléte a I'étuve a 37° pendant 4 ou 5 jours. Ce
temps a une trés grande importance, le succés de la coloration
dépendant, en grande partie, d’une bonne dessiccation.

3. Fixation en déposant, sur la lame bien séche, quelques gouttes
d’alcool absolu que I'on allume.

4. Coloration sur lame, pendant 2 & 4 minutes, par une solution
d’érythrosine a 1 p. 100. On peut suivre la coloration au microscope.

5. Différenciation. Sans laver a 1’eau, égoutter et laver & I’alcool
absolu.

6. Déshydratation et montage. Achever la déshydratation par
I’alcool absolu, éclaircir au toluéne et monter au baume.

La coloration a I’érythrosine ne réussit pas toujours, surtout
avec les vieilles cultures ol il y a beaucoup de filaments vides.
Dans ce cas, il est préférable d’employer la coloration au bleu coton
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acétique (1 gr. de bleu coton C4B et 3 em® d’acide acétique cristalli-
sable pour 100 em® d’eau distillée). Aprés 2 a 5 minutes de colora-
tion, laver a I’eau, différencier par I'alcool & 90°, puis déshydrater et
monter comme plus haut.

7. Coloration des chlamydospores et des asques. Employer la
méthode de Kufferath telle qu’elle est décrite plus haut. Pour les
lames gélosées, il faut chauffer le colorant par-dessus, en dirigeant la
flamme de la veilleuse sur le liquide et non en chauffant la lame
par-dessous, pour ne pas faire fondre ou se soulever la couche de
gélose. Aprés coloration, ne pas ajouter d’encre de Chine.

Valeur de la méthede des lames gélosées. — La culture sur lames
gélosées est, a notre avis, le meilleur procédé pour I’étude de la
morphologie des champignons levuriformes. Toute détermination
sérieuse doit comporter I'étude d’une culture sur lame gélosée.

VI. EXAMEN CRITIQUE
DE LA VALEUR DES CARACTERES MORPHOLOGIQUES

L’étude des caractéres morphologiques ne doit pas étre négligée
en zymologie médicale. C’est une ¢étape indispensable au cours du
travail de détermination d’une souche. Cette étude est d’ailleurs
bien facilitée maintenant que nous possédons des méthodes per-
mettant de confectionner des préparations inaltérables (étalements
dans I’encre de Chine et cultures sur lames montées au baume).
On peut constituer ainsi des collections de préparations types,
permettant des comparaisons rapides.

La morphologie décidera d’abord du groupe auquel doit étre
rattaché le champignon & étudier : Candida, Torulopsis, levure
ascosporée, etc. On évitera ainsi les fausses routes dont on pourrait
citer bien des exemples. La morphologie permettra aussi de recon-
naitre immédiatement certaines espéces : Candida tropicalis a ses
chainettes simples ou ramifiées issues de pseudo-conidies, C. guil-
liermondi a ses blastospores trés petites, C. krusei a ses blastospo-
res allongées, C. parakrusei au dimorphisme trés accentué de ses
blastospores, C. brumpti & ses longues chainettes ramifiées ou réu-
nies en pinceaux et formées d’articles étirés, C. albicans a ses chla-
mydospores, etc.

En dehors de ce point de vue purement pratique, il est néces-
saire de déterminer la valeur systématique des caractéres morpho-
logiques des champignons levuriformes. En d’autres termes, ces
caractéres permettent-ils & eux seuls d’établir des coupures généri-
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ques et de délimiter des espéces, ou bien devons-nous enregistrer
I’échec de la méthode purement morphologique et recourir néces-
sairement aux méthodes biologiques pour classer et déterminer ces
champignons ? La réponse a cette question dépend de la concep-
tion que 'on se fait des champignons levuriformes. L’appareil fila-
menteux et sporifére compliqué, décrit par Langeron et Talice,
est-il comparable au thalle d’'un ascomycéte ou d’un phycomycete
filamenteux ou méme a un végétal supérieur, c’est-d-dire a un
étre autonome, pourvu d’organes différenciés, ou bien est-ce seu-
lement un agrégat fragile et instable d’individus, a la vérité issus
les uns des autres par bourgeonnement, mais capables de mener
une vie indépendante et la menant effectivement dés qu’ils se
trouvent séparés ?

Nos recherches nous ont amené a adopter ce dernier point de vue.
Pour nous, comme nous ’avons dit dans notre introduction, les levu-
res et champignons levuriformes doivent étre considérés comme des
protistes, c’est-a-dire comme des étres unicellulaires, doués d’une trés
grande activité physiologique et dont le cytoplasme accomplit toutes
les fonctions dévolues aux organes chez les étres dits supérieurs.
Nous renvoyons encore une fois, pour ce sujet, a la pénétrante étude
que Dobell a consacrée, il y a 26 ans (1911), aux protistes (1).

L’appareil filamenteux et sporifére des champignons levurifor-
mes devient ainsi, non point I’homologue d’un végétal supérieur,
mais une simple colonie de protistes, colonie dont chaque membre
meéne son existence propre et peut, sans inconvénient, étre séparé
de ses voisins. Ce ne serait pas le seul exemple de colonies de pro-
tistes ; les Dinobryon, les Halobryon, par exemple, qui sont des
flagellés aquatiques, vivent aussi en colonies formant des arbus-
cules. Il y a d’ailleurs bien d’autres exemples, tels que les Dendro-
monas, Rhipidodendron, Anthophysa, etc.

Cette notion de colonie en arbuscule concorde parfaitement avec
la définition du pseudo-mycélium donnée par Langeron et Talice
(1932). Ce pseudo-mycélium est formé de blastospores, nées les
unes des autres, pouvant subir un étirement ou un allongement
plus ou moins considérable et formant des articles accolés bout a
bout. Il n’y a point de cloisons, comme dans un mycélium vrai,
chaque article touchant a4 une extrémité la cellule-mére dont il est
né et a 'autre la cellule-fille qu’il a bourgeonnée.

Pour que tout cela ait une valeur systématique, il faut que les
aspects, résultant des diverses combinaisons de blastospores, soient

(1) Archiv. f. Protistenkunde, XXIII, 1911, p. 269-310,
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assez constants pour que les divers types d’arbuscules puissent ser-
vir & caractériser et & reconnaitre, soit des genres, soit des espéces.

C’est ce que Langeron et Talice s’étaient efforcés de faire avec
les méthodes imparfaites dont ils disposaient, Ils étaient ainsi arri-
vés a distinguer six types d'arbuscules ou combinaisons de blas-
tospores dont ils avaient fait six genres différents : Mycotorula,
Mycotoruloides, Candida, Mycocandida, Blastodendrion, Geotri-
choides. Malheureusement, I’étude de ces types, par la méthode
des cultures sur lames gélosées, n’a pas pu confirmer, au point de
vue systématique, les conclusions de ces auteurs. Ces types mor-
phologiques existent bien, mais ils n’ont pas de valeur systémati-
que, ils ne sont pas caractéristiques de genres ou d’espéces.

La conséquence de ces faits est que la morphologie des Candida
est essentiellement polymorphe. Pour caractériser morphologique-
ment une espéce, il est donc nécessaire de connaitre ses limites de
variation ainsi que les divers aspects qu’elle peut présenter. La
méthode des cultures sur lames nous donne la possibilité de saisir
ce polymorphisme et d’établir la formule qui convient a chaque
espeéce. Malheureusement, cette formule, nous I’avons reconnu, est
insuffisante pour définir des genres, car les divers types morpho-
logiques peuvent coexister chez une méme espéce. C’est pourquoi,
actuellement, nous réunissons dans un seul genre les espéces de
Mycotoruloidées dont nous avons fait I’étude.

Valeur de la morphologie cellulaire. — a) Structure interne des
éléments levuriformes. — Cette structure n’est jusqu’ici d’aucun
secours pour la systématique. La présence de vacuoles, d’inclusions
de lipides ou de glycogéne, n'a rien de caractéristique, d’autant plus
que ces inclusions sont trés variables suivant I'age des cellules, la
nature du milieu de culture, la température, ete.

b) Forme des cellules. — Bien qu’elle soit aussi trés variable, elle
peut fournir, dans certains cas, des caractéres spécifiques, surtout
pour les Mycotoruloidées, comme nous l’avons indiqué au début
de ce chapitre. Pour les Torulopsoidées, la forme extérieure de la
cellule sert au contraire a définir certains genres (Kloeckera, T'ri-
gonopsis, Pityrosporum). Toutefois, il faut noter que, pour Candida
suaveolens, la forme en citron est assez caractéristique.

¢) Dimensions des cellules. — Bien qu’elles soient trés variables,
elles peuvent entrer en ligne de compte lorsqu’une ou plusieurs
espéces présentent & ce point de vue des différences trés sensibles
et constantes. C’est le cas, par exemple, de C. guilliermondi, C. kru-
sei, C. pseudotropicalis, etc,
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d) Capsules. — Ce caractere ne peut étre d’aucune utilité pour
la systématique des Mycotoruloidées. Malgré tout ce qui a été écrit
4 ce sujet (Negroni 1936), la capsule est généralement trés peu déve-
loppée et souvent invisible dans ce groupe de levures. Il n’en est
pas de méme pour les Torulopsoidées, chez lesquelles la capsule
peut étre extrémement épaisse, notamment chez les Torulopsis.
Mais, méme dans ce cas, la capsule n’est pas constante et son
épaisseur est trés variable.

e) Mode de bourgeonnement. — Ce caractére est intéressant 2
noter, car c’est lui qui conditionne la morphologie microscopique
des colonies. Le bourgeonnement peut étre unipolaire, bipolaire, en
couronne, ete. '

f) Morphologie microscopique des colonies. — Ce caractére pré-
sente un grand intérét car, malgré sa variabilité, chaque espéce
revét, dans des conditions données, une physionomie particuliére
qui permet de la reconnaitre. Les anciens genres de Langeron et
Talice, passés au rang d’unités morphologiques, sont excellents
pour définir ces aspects, bien étudiés par leurs auteurs.

C’est ainsi que Candida albicans prend généralement la forme Myco-
torula ou Mycotoruloides, avec verticilles de blastospores plus ou moins
compliqués et régulierement espacés. Cette espéce est, en outre, caracté-
risée par ses chlamydospores.

C. tropicalis est dimorphe : dans la partie crémeuse on trouve Pappa-
reil verticillé du type Mycotoruloides ; dans la partie membraneuse, des
chainettes, simples ou ramifi¢es, issues de pseudo-conidies (type Can-
dida).

C. inlermedia, qui filamente difficilement, prend P'aspect Mycocandida
avec verticilles trés réduits et trés espacés. La morphologie microsco-
pique de cette espece est trés pauvre.

C. pelliculosa filamente encore plus difficilement que C. inlermedia et
donne aussi une ramification du type Mycocandida.

C. krusei peut donner des aspects Mycotorula tout a fait typiques ; sa
filamentisation est des plus faciles et ses blastospores sont grandes et
allongées.

C. parakrusei, bien que filamentant aussi trés facilement, prend des
aspects Mycocandida trés typiques, en « rameau de sapin ».

C. pseudolropicalis posséde des cellules allongées, filamente difficile-
ment et peut présenter la coexistence des aspects Mycotoruloides et
Mycocandida.

C. guilliermondi se reconnait immédiatement & la petite taille de ses
blastospores ; 'aspect des verticilles est du type Mycolorula, mais les
glomérules sont trés petits,



74 M. LANGERON ET P. GUERRA

Ces quelques exemples montrent 'importance de la morpholo-
gie microscopique et des principaux aspects décrits par Langeron
et Talice (1) :

Mycotorula et Mycotoruloides : verticilles réguliérement espacés,
formant des glomérules plus ou moins compliqués.

Candida : chainettes issues de pseudo-conidies et disposées ou
non en verticilles irréguliers.

Mycocandida : ramifications en « rameau de sapin » avec ver-
ticilles trés réduits et tres espacés.

La description de ces aspects, jointe aux caractéres biologiques,
permet maintenant de caractériser correctement une espéce et de
la retrouver.

VII. CARACTERES BIOLOGIQUES DES CHAMPIGNONS LEVURIFORMES
A. — FERMENTATIONS

La méthode des fermentations est employée depuis fort long-
temps pour I’étude des levures ; comme elle est basée sur une des
propriétés biologiques les plus importantes de ces champignons,
elle est indispensable pour leur détermination. Il est admis main-
tenant que le pouvoir fermentatif des levures est suffisamment
stable et constant pour qu’on puisse I'utiliser en systématique. Mais
la valeur des indications fournies par la méthode des fermentations
dépend de la rigueur et de la sensibilité des techniques employées
pour les mettre en évidence,

Critique des procédés de fermentation

1. Méthode des petites fermentations de Lindner (1909). — Cette
méthode, qui a joui d’une grande faveur, doit étre abandonnée
parce qu’elle est peu sensible, manque de rigueur et expose a des
contaminations qui viennent fausser les résultats. Sous sa forme
la plus récente, telle qu’elle est décrite par Guilliermond (1920 et
1928), elle consiste a remplir d’eau de levure (2) une cellule de

(1) Blastodendrion ne corvespond a rien de précis, ni morphologiquement,
ni systématiquement ; cette dénomination doit donc disparaitre de la nomen-
clature.

Geoltrichoides sera conservé pour certains arthrosporés que nous décrirons
a la suite des mycotoruloidées. Il ne peut s’appliquer a4 aucune des espéces de
ce groupe que nous décrivons. .

(2) L’eau de levure se prépare, d’aprés Stelling Dekker, en traitant pen-
dant 10 minutes a Pautoclave & 120° un mélange de 200 gr. de levure de
boulangerie avec un litre d’eau et un peu d’albumine d’ceuf. Filtrer d’abord
a chaud, puis une seconde fois aprés refroidissement. Répartir et stériliser
de nouveau a 120°,
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Van Tieghem, analogue a celles qu’on emploie pour les cultures en
goutte pendante, a dissoudre dans ’eau de levure un peu du sucre
a essayer et a ensemencer le liquide ainsi sucré avec la levure a
¢tudier. On ferme ensuite la cellule avec une lamelle collée avec
de la lanoline, en ayant soin de n’emprisonner aucune bulle d’air.
Si la fermentation se produit, on voit apparaitre sous la lamelle
une bulle gazeuse plus ou moins volumineuse ; la lamelle peut
méme étre soulevée par la pression du gaz carbonique si la fer-
mentation est trés intense. C’est en somme une méthode trés gros-
siére, tout au plus bonne pour démontrer a des éléves la réalité
de la fermentation. Elle ne permet pas de doser la quantité de sucre
employée ni de mesurer le volume gazeux dégagé. En outre elle
est trés difficile a effectuer proprement et aseptiquement.

Notre opinion est qu’il faut non seulement en rejeter définitive-
ment I’emploi, mais encore mettre en doute tous les résultats obte-
nus antérieurement par ce procédé et qui continuent d’encombrer
la littérature. La valeur des especes précédemment décrites au
moyen de cette technique est donc trés suspecte et ces espéces
doivent étre étudiées de nouveau ou rayées de la nomenclature (1).

2. Méthode de la cloche renversée dans un tube a essai. — Cette
technique, bien connue des bactériologistes, a été employée surtout
par Castellani et ses éléves. Elle a donné et peut encore donner des
résultats suffisamment précis (2). Son principal inconvénient est de
ne pouvoir déceler avec une exactitude suffisante un trés faible
pouvoir fermentatif. En effet, s’il ne se produit que quelques petites
bulles gazeuses, celles-ci ont des chances de ne pas étre captées par
la cloche et de passer ainsi inapercues. En outre, la libre commu-
nication du liquide fermentescible avec I'air est loin de favoriser
I’anaérobiose nécessaire a la fermentation.

3. Autres procédés. — Stelling-Dekker déconseille aussi ’emploi
du tube coudé d’Einhorn (1885) (3) et se sert de préférence du
saccharométre (Giarungssaccharometer) de Van Eterson-Kluyver (4).
Cet appareil ne nécessite qu'un centimeétre cube de solution sucrée,

(1) On trouvera une critique détaillée de la méthode de Lindner dans la
thése de Mme Stelling-Dekker (1931, p. 13-14).

(2) Ainsi Talice et Mackinnon (1933) ont étudié, par cctte méthode, la valeur
des réactions de fermentation dans la classification des Mycotoruloidées.

(3) Ce modéle de tube coudé, fermé a une extrémité, était employé par
Einhorn (Virchow's Archiv., 102, 1885, p. 263) pour le dosage du sucre dans
Purine, I1 a été introduit par Th. Smith (Ctribl. f. Bakt., 7, 1890, p. 502) dans
la technique bactériologique, pour I’étude des fermentations.

(4) Voir au sujet de cet apparcil : A, J. Kluyver, Biochemische Suikerbe-
palingen, Delft, 1914, p. 59, et A. W. Van der Haar, Anleitung zum Nachweis...
der Monosaccharide und Aldehydsdiuren, Berlin, 1920,
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dans laquelle on met en suspension la totalité d’'une jeune culture
en tube sur gélose inclinée. Dans ces conditions, on évite la dissolu-
tion dans le liquide de la petite quantité de gaz carbonique produite
par les levures a faible pouvoir fermentatif. Cette derniere objection
a d’ailleurs, 4 notre avis, une valeur plutot théorique que pratique,
car, avec notre méthode, nous arrivons a obtenir dans nos tubes, un
volume gazeux appréciable, méme avec des levures & pouvoir fermen-
tatif trés faible.

Méthode adoptée

Nous donnons la préférence a la technique imaginée par I'un de
nous (Guerra) et décrite par lui dans sa thése de doctorat en méde-
cine (1935). Nous la désignerons donc sous le nom de méthode de
Guerra et nous la décrivons ici de nouveau car elle présente, a notre
avis, de grands avantages, notamment celui de favoriser I’anaé-
robiose.

1. Eau peptonée. — Le milieu de culture est, comme toujours, de
I’eau peptonée a 1 p. 100, préparée en dissolvant 10 gr. de peptone
Chapoteaut dans un litre d’eau distillée.

On peut en outre ajuster & pH 7,6 et ajouter un indicateur pour
apprécier I'acidification. Actuellement nous y avons renoncé a cause
de I'imprécision des données ainsi obtenues. Nous nous contentons
de noter I’absence ou la présence de gaz et le volume relatif que ce
dernier occupe dans le tube.

Répartir cette eau peptonée par 200 cm’ dans des ballons de
250 gr. et stériliser.

2. Sucres fermentescibles. — 11 est nécessaire de n’employer, pour
les épreuves de fermentation, que des sucres fermentescibles. Cette
notion de simple bon sens est trop souvent méconnue, c’est pour-
quoi nous croyons nécessaire de la rappeler.

Les sucres utilisables pour I’étude des levures sont des oses du
groupe des hexoses et des holosides (diholosides et un triholoside,
le raffinose) ; les polyholosides & grosse molécule (amidons, dex-
trines, celluloses, glycogéne, inuline) sont trés difficiles & obtenir
purs et ne donnent, en général, aucune réaction. Les sucres doivent
étre employés aussi purs que possible et cristallisés. Nous donnons
plus loin la liste de ceux qui, & notre avis, suffisent pour caracté-
riser une levure.

On en prépare des solutions concentrées, a 20 p. 100 d’eau dis-
tillée, qu'on introduit dans des ampoules préalablement stérilisées



NOUVELLES RECHERCHES DE ZYMOLOGIE MEDICALE 77

a sec au Poupinel. Ces ampoules sont tyndal'lise'es ensuite au bain-
marie, par trois chauffages successifs pendant 20 minutes a la
température de 1'ébullition.

3. Préparation du milieu liquide sucré, fermentescible, — Verser
aseptiquement le contenu des ampoules dans les ballons renfer-
mant ’eau peptonée stérilisée, de maniére a obtenir des solutions
sucrées 4 1 ou & 2 p. 100. Nous conseillons la concentration a 2 p. 100
qui donne des résultats beaucoup plus nets. Il faut donc 4 gr. de
sucre pour un ballon de 200 gr., soit 20 cm® de solution a 20 p. 100
en une ampoule, ou en deux ampoules de 10 em’,

4, Remplissage des tubes. — Les tubes a essai ordinaires de
18 ecm. sur 18 mm. sont trop volumineux et trop larges pour les
épreuves de fermentation. Nous préférons des tubes plus courts
et plus étroits (12 mm. sur 12 cm.), de préférence en verre neutre.

Ces tubes sont préalablement bouchés au coton et stérilisés a
sec au Poupinel. On les garnit ensuite de milieu liquide sucré
sur une hauteur de 4 4 5 cm. en puisant dans les ballons au moyen
de pipettes a boule.

5. Préparation du tampon de paraffine. — La principale origi-
nalité de la méthode de Guerra consiste a couler, & la surface du
milieu liquide, un bouchon ou tampon de paraffine tendre qui, en
se solidifiant, forme fermeture hermétique. Lors de la fermenta-
tion, le gaz carbonique produit s’accumule sous ce tampon, qu’il
peut refouler comme un piston, sans qu’il y ait la moindre déper-
dition de gaz. Cet ingénieux artifice permet de retenir les plus fines
bulles gazeuses et de déceler de trés faibles fermentations qui
échapperaient complétement a I'observation dans les anciens tubes
a cloche.

On prépare donc le mélange suivant, en poids :

Huile de paraffine ......cooooeiniaiiia. 1 partie
Paraffine a inclusions, fusible a 55° ....... 5 parties

qu’on stérilise a I'autoclave.

Au moment de I’emploi, liquéfier ce mélange au bain-marie,
puiser avec une pipette coudée a angle droit et munie d’un tube
en caoutchouc pour aspirer et déposer, a la surface du milieu de
culture, une quantité suffisante pour former un bouchon ou tam-

pon d’environ 4 mm. d’épaisseur.

6. Expulsion de Uair. — Les tubes ainsi bouchés & la paraffine
sont mis au bain-marie A I’ébullition pendant quelques minutes
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pour chasser I’air dissous qui formerait des bulles sous le tampon
de paraffine. Par le refroidissement, la paraffine se solidifie et
bouche hermétiquement les tubes qu’on conserve a la glaciére
jusqu’au moment de s’en servir. Il faut, bien entendu, a ce
moment, rejeter les tubes dont le liquide s’est troublé, parce qu’ils
sont infectés.

7. Ensemencement des tubes. — Un tour de main est nécessaire
pour déplacer le bouchon de paraffine. On se sert d’'un fort fil de
nichrome, coudé a angle droit & son extrémité. On passe trés rapi-
dement le tube a la flamme au niveau du bouchon de paraffine
qu’on fait basculer d’un coup sec donné avec le coude du fil. Avec
ce coude, on attire rapidement vers le haut le bouchon de paraf-
fine qui reste ensuite adhérent au verre par la solidification de la
paraffine,

Ensemencer avec une anse d’une culture jeune, datant au plus
de quelques jours, et absolument pure. Rétablir le tampon de
paraffine en le faisant fondre a la flamme de la veilleuse, attendre
qu’il se solidifie, puis porter les tubes ensemencés a I'étude a 25°
ou a 37°.

8. Lecture du résultat, — La lecture se fait au bout de 3 ou 4
jours, Il est cependant nécessaire, dans certains cas, de garder les
tubes pendant au moins 20 jours & I’étuve, car il se produit parfois
des fermentations tardives, soit pour un sucre (saccharose pour
Candida lodderi), soit pour tous les sucres (C. guilliermondi).

Les principaux avantages de cette méthode sont sa sensibilité
et la possibilité d’évaluer approximativement le volume de gaz
dégagé.

Critique de la valeur des fermentations en systématique

La valeur des fermentations comme méthode de détermination
des levures a ¢été aussi déeride par les uns qu’exagérée par les -
autres. En réalité, en systématique, on ne peut se contenter d’un
caractére unique pour déterminer des espéces, car ce caractére
peut étre voilé, ou méme faire défaut dans certains cas. Cette
réserve faite, la méthode des fermentations reste indispensable
pour déterminer des champignons a morphologie a la fois rudi-
mentaire et variable, comme les levures, mais heureusement pour-
vus, en échange, d’'un pouvoir fermentatif quelquefois trés actif.

Systéme de Castellani. — Castellani, dans son systéme des levu-
res, qui a fait longtemps autorité, a utilisé uniquement les pro-
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priétés fermentatives et Paction sur le lait tournesolé pour
caractériser les espéces. Il a laissé délibérément de coté la mor-
phologie macroscopique et microscopique, I’étude du voile et
d’autres caractéres importants.

En se basant seulement sur de trés faibles différences de fer-
mentation, il est arrivé a multiplier exagérément le nombre des
espéces. Aussi, & coté des types bien définis, qu’il a eu le trés grand
mérite d’isoler et de décrire le premier, en trouve-t-on un certain
nombre d’autres que des recherches ultérieures ont fait ou feront
tomber en synonymie.

Castellani a eu aussi le tort de ne pas se limiter a I’emploi de
sucres purs, cristallisés, dont la composition est parfaitement
définie et qui peuvent servir de véritables réactifs. Il a cru devoir
aussi étudier 'action des levures sur des polysaccharides a énormes
molécules trés complexes, colloidaux, non cristallisables et dont la
composition n’est pas constante (amidons, dextrines). Les divers
échantillons de ces corps ne peuvent donner des réponses identiques,
valables pour la distinction des espéces.

L’amidon, polymére du maltose, est transformé par 'amylase en
petites molécules de maltose qui peuvent, & leur tour, étre dédou-
blées par la maltase en deux molécules de glycose. Mais cette dislo-
cation de I'amidon a lieu par ¢étapes, dont les premiéres sont les
dextrines, qui sont aussi des polyméres du maltose. La complexité
de ces transformations fait, qu’a notre avis, amidon et dextrine
sont de trés mauvais réactifs de fermentation : ils font finalement
double emploi avec le maltose, puisque le dégagement gazeux ne
peut se manifester qu'aprés dédoublement de ce dernier par la
maltase et attaque du glycose, terme final, par la zymase.

L’inuline ne vaut pas mieux, car cette substance, qui est un poly-
meére du fructose, s’hydrolyse avec la plus grande facilité, méme
sans 'intervention d’une hydrolase (inulase). Son emploi se raméne
done a celui du fructose, dont les propriétés fermentescibles sont
identiques a celles du glycose.

Quant aux polyols (mannitol, dulcitol, isodulcitol, adonitol, sorbi-
tol, inositol, érythrite, glycérol), ce sont des corps contenant, dans
leur molécule, plusieurs fonctions alcool. La glycérine est un triol,
I’érythrite un tétrol, les autres des pentols et hexols ; ces deux der-
niers groupes, malgré leur saveur sucrée, ne sont pas des oses et
ne peuvent done fermenter.

Toutes ces substances non fermentescibles, utilisées encore par
certains auteurs dans les épreuves de fermentation, servent sim-
plement & allonger et & compliquer les tableaux, et a frapper les
ignorants, en accumulant les résultats négatifs.
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Sucres fermentescibles. — Les sucres directement fermentescibles
sont exclusivement les sucres simples ou oses (anciens monosaccha-
rides) dont le nombre d’atomes de carbone est égal 4 3 ou & un
multiple de 3, comme ont montré Fischer et Thierfelder (1894) :
pratiquement, ce sont donc des hexoses (glycose, galactose, mannose,
fructose). Les pentoses (arabinose, xylose, rhamnose, etc.) ne sont
pas fermentescibles par les levures ; ils sont donc inutilisables en
zymologie. La fermentation directe des hexoses est toujours pro-
duite par le complexe zymase, qui existe dans toutes les levures
douées de pouvoir fermentatif.

Les holosides (anciens polysaccharides) ne peuvent pas fermenter
directement : il faut qu’ils soient préalablement hydrolysés, de
maniére & mettre en liberté les molécules d’oses directement fer-
mentescibles dont ils sont composés. Cette hydrolyse, dans la fer-
mentation produite par les levures, a lieu sous ’action des osidases
d’Oppenheimer, c’est-a-dire de diastases hydrolysantes ou hydrola-
ses, spécifiques pour chaque oside. Les holosides employés en
zymologie sont surtout des holosides & molécule double ou diholo-
sides (saccharose, maltose, lactose) ; nous y joignons un triholoside,
le raffinose, dont la fermentation présente des caractéres particu-
liers, étudiés par Scheibler et Mittelmeier (1889) et par Bierry (1912),
et mentionnés par Stelling-Dekker. En effet, certaines levures peu-
vent le faire fermenter enti¢rement ; d’autres ne le font fermenter
que pour un tiers, parce qu’elles I’hydrolysent en fructose et en un
diholoside, le mélibiose, sans pouvoir attaquer ce dernier, hydroly-
sable seulement par la mélibiase en glycose et galactose. Seules, les
levures possédant la mélibiase pourront ‘done hydrolyser et faire
fermenter totalement le raffinose.

Voici donc la liste des sucres fermentescibles employés pour
étudier les propriétés fermentescibles des levures :

Hexoses : glycose, fructose (= lévulose), mannose, tous trois trés fer-
mentescibles,

galactose, peu fermentescible, mais caractéristique dans certains cas ;
Yopération ne réussit bien, pour les levures capables de le faire fermen-
ter, qu’en eau de levure et avec une culture jeune et vigoureuse (Stelling-
Dekker).

Diholosides : maltose, saccharose, lactose.

Triholoside : raffinose.

Zymase et hydrolases. — La nécessité de Paction des hydrolases
spécifiques, pour dépolymériser les holosides avant toute action
fermentative, nous éclaire singuliérement sur l'interprétation a
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donner du pouvoir fermentatif des levures. Ce qui est spécifique,
ce n'est pas ce pouvoir, c’est la présence, dans une levure, de
I’hydrolase nécessaire pour hydrolyser tel holoside. C’est pourquoi,
comme I'a trés bien fait ressortir Stelling-Dekker, les sucres qui
donnent les meilleurs caractéres de différenciation pour les levures
sont les holosides. En effet, la fermentation des hexoses indique
simplement que la levure possé¢de le complexe zymase, impuissant
a lui seul & faire fermenter les holosides. D’autre part, le phéno-
méne fermentatif, tel qu’il se manifeste & nos yeux par le dégage-
ment de gaz carbonique, n’a rien de caractéristique au point de
vue systématique, puisqu’il est toujours produit, méme pour les
holosides, par Paction de la zymase sur un ou plusieurs hexoses,
terme ultime de I'action des hydrolases spécifiques,

Nous croyons done qu’il est inexact de baser le groupement des
levures sur la seule présence du phénomene fermentatif, révélé
par le dégagement plus ou moins intense de gaz carbonique. Dire
que telle levure fait fermenter le maltose ou le lactose n’est pas
vrai. Ce qui est vrai, c’est que cette levure posséde la maltase ou la
lactase nécessaire pour dépolymériser I'holoside en question et
libérer les molécules d’hexoses. C’est alors seulement que le complexe
zymase, non spécifique, commun a toutes les levures douées de
pouvoir fermentatif, pourra déclancher le dégagement de gaz car-
bonique aux dépens de ces molécules d’hexoses.

Nous séparons done, au point de vue fermentatif, les levures en
deux grands groupes : les unes, zymatiques, possédant la zymase,
donc douées de pouvoir fermentatif, les autres, azymatiques,
dépourvues de ce pouvoir pour tous les sucres (oses et holosides).
Les levures zymatiques sont alors classées en groupes, suivant la
présence ou I'absence d’hydrolases spécifiques et suivant la nature
de ces hydrolases. Pratiquement, trois hydrolases nous servent &
établir nos groupements : maltase, qui dédouble le maltose en deux
molécules de glycose ; saccharase, qui dédouble le saccharose en
glycose et fructose ; lactase, qui dédouble le lactose en glycose et
galactose. Ces trois hydrolases suffisent, car toutes les fermenta-
tions des levures se raménent a celles du glycose, du fructose et du
galactose.

Les levures qui ne possédent pas d’hydrolases, et que nous
nommons levures zymatiques simples, ne font fermenter que le
glycose, le fructose et le mannose, puisqu’elles ne possédent que
le complexe zymase.

Voici done le groupement diastasique que nous proposons pour
les levures étudiées dans ce mémoire :

ANNALES DE ParasiroLocig, T. XVI, x¢ 1. — 1°7 janvier 1938. 6.
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A. Levures azymatiques. — Dépourvues du complexe zymase, fermen-
tation nulle pour tous les sucres.

B. Levures zymatiques. — Possédent le complexe zymase, font fermen-
ter les hexoses.
1. Levures zymatiques simples. — Ne posseédent que le complexe

zymase, ne font fermenter que les hexoses.
Groupes brumpli et krusei.
2. Levures zymalo-osidasiques. — Possédent le complexe zymase et
des hydrolases osidasiques.
a) Levures mallasiques. — Dédoublent le maliose.
Groupe albicans.
b) Levures saccharasiques, — Dédoublent le saccharose.
Candida guilliermondi.
C. lodderi.

¢) Levures malto-saccharasiques. — Dédoublent le maltose et le sac-
charose. '
Groupe tropicalis.
d) Levures saccharo-laclasiques. — Dédoublent le saccharose et le
lactose. ‘ :

Groupe pseudotropicalis.

Les trois lois de la fermentation par les levures, ou lois de
Kluyver-Dekker. — Il est inutile d’employer le fructose et le man-
nose, car I’Ecole de Delft a démontré que toute levure faisant
fermenter le glycose fait fermenter aussi ces deux sucres ; nous
avons vérifié cette loi au cours des milliers de fermentations
que nous avons pratiquées.

Par contre, I'essai du glycose est nécessaire, car la seconde loi
veut qu’une levure ne fasse jamais fermenter aucun sucre si elle
n’est pas capable de faire fermenter le glycose. L’épreuve du
glycose est donc absolument indispensable pour savoir si une
levure est douée ou non du pouvoir fermentatif.

Cette loi ne consacre pas seulement des faits expérimentaux,
c’est aussi une nécessité logique, car une levure inactive pour le
glycose ne produit certainement pas de zymase, par conséquent, ne
peut agir sur aucun sucre.

Enfin, la troisi¢me loi, trés importante, est qu’en aucun cas une
levure ne peut faire fermenter & la fois le maltose et le lactose.

Cette derniére reégle, que nous avons aussi vérifice, est d’une
grande utilité pour juger de la valeur des travaux consacrés a I’étude
des levures. Par exemple, dans le mémoire de Gomez y Cisneros,
que nous avons cité plus haut, nous avons trouvé, sur 12 espéces
étudiées, trois levures qui possédent la singuliére propriété de
faire fermenter a la fois le maltose et le lactose. Il faut en conclure
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que I'auteur a employé une technique défectueuse et qu’on ne peut
tenir compte de ses résultats ni pour les levures en question, ni
pour les autres. Il en est de méme pour beaucoup d’autres levures,
données par divers auteurs comme faisant fermenter, par exemple,
le 1évulose et non le glycose, ete...

Les trois lois de la fermentation des sucres par les levures, formu-
lées dés 1914 par Kluyver, confirmées et étendues par Stelling-
Dekker en 1931, peuvent donc étre énoncées brievement comme il
suit :

1. Toute levure qui ne fait pas fermenter le glycose ne fait fer-
menler aucun sucre.

2. Toute levure qui fait fermenter le glycose fait fermenter aussi
le fructose et le mannose.

3. Aucune levure ne peut faire fermenter « la fois le maltose et
le lactose.

Constance du pouvoir fermentatif des levures. — Certains auteurs
ont nié¢ I'importance de I'étude des fermentations en prétendant
qu’elles étaient variables et inconstantes. Cette opinion est tout a
fait inexacte et ne peut s’expliquer que par une mauvaise méthode
de travail.

Il est possible que le pouvoir fermentatif de certaines souches
puisse diminuer avec I'dge. Mais le fait est trés rare et, si on
emploie un procédé sensible, on arrive toujours a faire reparaitre
la production de gaz, En tous cas, depuis 5 ans, nous vérifions régu-
lierement le pouvoir fermentatif de toutes nos souches, dont
quelques-unes sont conservées depuis 20 ans dans la mycothéque
de TlInstitut de parasitologie. Or, nous n’avons jamais noté ni
changement de propriétés, ni perte du pouvoir fermentatif, 4 condi-
tion, bien entendu, de n’employer que des sucres parfaitement
purs et cristallisés.

Valeur de l'acidification. — Nous tenons & mettre en garde contre
la prise en considération de l'acidification des milieux de culture
pour la création d’espéces ou de variétés, Cette acidification est
simplement une preuve du développement de la levure ; la réaction
est d’ailleurs peu sensible et trompeuse. Elle doit étre remplacée
par I’étude de I’élection des sucres.

B. — EMPLOI DE LAIT TOURNESOLE

La coagulation et le virage au rose du lait tournesolé ont une
grande importance dans le tableau classique de Castellani. Cest
ainsi, par exemple, que cet auteur distingue les Monilia krusei et
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pamkrusel Malheureusement, d’aprés nos expériences, ces deux
espéces, quoique réellement différentes, ne coagulent pas le lait
tournesolé et ne le font pas virer au rose.

Parmi les trés nombreuses souches de champignons levuriformes
que nous avons ¢tudiées, une seule, Candida deformans (= Pseudo-
monilia deformans), coagule le lait nettement et rapidement. Les
coagulations du lait signalées par les auteurs sont dues, a notre
avis, 4 des impuretés des souches ou & des infections latentes,
parfois difficiles a déceler au microscope a cause de la rareté des
¢léments étrangers, mais que des passages répétés en Raulin acide
font disparaitre. A partir de ce moment, la levure est purifi¢e et ne
coagule plus le lait (1).

Le virage au rose n’a aucune valeur, car on ne l'observe que
pour les especes qui font fermenter le lactose ; il fait done double
emploi avec ce caractére de fermentation.

L’avantage le plus certain du lait est d’étre le milieu de choix
pour obtenir la morphologie typique du Candida tropicalis.

C. — LIQUEFACTION DE LA GELATINE

Ce phénoméne, excellent pour la distinction des bactéries,
n’est a peu prés d’aucune utilité pour la détermination des
levures, En effet, presque toutes arrivent a liquéfier la géla-
tine au bout d’un délai plus ou moins long. Ceci s’explique
d’ailleurs trés bien a la lumiére des recherches de Janke et Holzer
(1929-1930) : ces auteurs ont en effet démontré que, pour cer-
tains microorganismes, la protéolyse ne se manifeste que chez
des cellules mortes ou en état de moindre résistance (Stelling-
Dekker, 1931, p. 19). D’aprés nos recherches, seul Candida defor-
mans provoque une liquéfaction rapide en 4-5 jours. Les ren-
seignements fournis par I’épreuve de la liquéfaction n’ont donc
de valeur pratique que lorsque la réaction est rapide et produite
par une souche absolument pure. Il ne faut pas oublier non plus,
comme I’a bien remarqué Mme Stelling-Dekker, que la rapidité de
la lyse dépend aussi de la concentration de la gélatine et du mode
de stérilisation qu’elle a subi, un chauffage trop prolongé et a trop
haute température pouvant produire une lyse plus ou moins totale.

(A suivre).

(1) Ainsi, le résultat de nos expériences est partiellement en désaccord avec
celui de Worley et Stovall (1936). Ces auleurs ont bien vu, sans lc‘(pllqucr, la
pseudo-coagulation produite par C. tropicalis (= candida). En réalité, il n’y a
pas de pseudo-coagulation, mais un anneau ¢épais, produit par P’abondante
végétation de cette espéce dans le milieu de choix que le lait est pour elle. Par
contre, nous n’avons jamais observé de coagulation avee des souches pures de
C. albicans.



