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Séance du 16 octobre 1952.

Clément Fleury. Milieu pour Uisolement, et la culture, de

champignons microscopiques agents de mycoses.

Le clinicien est souvent fort embarrassé pour étayer son
diagnostic lorsqu’il se trouve en présence d’'un malade suspect
de mycose. S’il suppose toutefois assez tot qu’il y a lieu d’en-
visager cette catégorie d’'infection et que le traitement adéquat
réussisse, il bénéficiera de la « preuve thérapeutique » [7].

Pourtant ce n’est pas I’éventualité la plus fréquente et sou-
vent encore la mycose n’est révélée que lors de I’examen anato-
mo-pathologique [8].

Dans cette expectative, il y aurait lieu, pour le clinicien, de
fonder son espoir sur la collaboration de la technique bactério-
logique, laquelle devrait fournir au lit du malade des arguments
valables. Or, nous avons pu nous convaincre que les techniques
employées jusqu’ici ne donnent pas la satisfaction espérée; les
milieux de culture utilisés ne semblent pas posséder une marge
d’action assez considérable ni étre susceptibles de faciliter
largement la croissance d’une gamme trés variée de mycétes.

Ainsi, le milieu classique de Sabouraud [9, 10] trop fréquem-
ment employé d’une fagon systématique et sans discrimination
constitue, d’aprés I'auteur lui-méme, soit un milieu d’épreuve,
soit un milieu de conservation (le méme sans sucre) spéciale-
ment destiné aux dermatophytes, et nous avons pu constater
que le développement d’autres myceétes y est parfois ralenti.

Le milieu de Littman [5] ne parait pas particuliérement
choisi pour les champignons exigeants, tels, par exemple,
Histoplasma et Blastomyces, ni encore pour Candida albicans ou
Mucor pusillus, probablement a cause du «violet cristal »
incorporé au milieu. Il serait, semble-t-il, lui aussi, surtout
destiné aux dermatophytes, pour lesquels cependant nous ne
’avons pas encore essayé.

Enfin, le modt de raisin acide [3] convient spécialement aux
levures et a certaines moisissures, mais ne semble pas spéciale-
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ment favorable aux especes dont 'adaptation parasitaire est
plus poussée.

Nous avons donc mis au point et éprouvé un milieu semblant
répondre aux exigences d’une fagon plus vaste et paraissant
susceptible en particulier de permettre I'isolement de champi-
gnons pathogénes aérobies allant de I'agent du muguet a celui
de I’histoplasmose.

Notons toufois que le champignon une fois isolé, l'interpréta-
tion clinique et I'établissement du diagnostic exigeront une
grande circonspection [4].

Réalisation d’un milieu pour isolement des agents de mycoses. — -
Lors de I’élaboration d’un tel milieu, i1l ne faut pas oublier
qu’il convient essentiellement de satisfaire aux exigences nutri-
tives de champignons pathogenes, lesquels d’une part possédent
souvent des propriétés proches des bactéries et d’autre part
des caracteres les rapprochant de végétaux plus évolués.

A cet effet, nous avons éprouvé une dizaine de champignons
pathogénes, souches provenant de I'Institut Pasteur de Paris,
a savoir: Candida albicans, Torulopsis neoformans, Mucor
pusillus, Aspergillus fumigatus, Coccidioides immitis, Para-
coccidioides brasiliensis, Sporotrichum schenki, Blastomyces
dermatitidis, Histoplasma capsulatum, etc., sur une vingtaine de
milieux de composition différente.

En définitive, nous avons retenu les éléments suivants:

l. Moit de raisin (70° Oechslé, acidité totale 8 g/l.), qui apporte
le glucose et divers facteurs d’origine végétale (ou éventuelle-
ment jus de pommes).

I

Le bouillon de viande qui fournit les produits indispensables
aux champignons exigeants dont la vie parasitaire sur les
mammiferes est plus développée.

3. L’eau physiologique, qui permet d’obtenir un milieu relati-
vement pauvre, favorable a la fructification éventuelle, et
d’équilibrer la force osmotique du milieu. Peut-étre a-t-elle
aussi d’autres actions qui, pour l'instant, ne nous ont pas
retenu (son role particulier nous apparut pour la premiere
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fois au cours d’isolements de moisissures d’'un poumon
humain [8]).

. Le sang (humain de préférence), fourni par un mélange de
sangs périmés provenant des services de transfusion, qui sera
favorable aux mycetes trés exigeants (par exemple Histo-

-—

plasma capsulatum [6]).

[.e milieu aura donc la composition suivante:

bouillon de viande, pH 7 20 ¢cm?
Milieu moit de raisin, pH 7 20 cm?
de base eau physiologique (8,59/°© NaCl) 60 cm?
gélose 18¢

Ajuster le pH a 7.

Dans 10 cm?® du milieu de base liquéfié et refroidi a 45° C, on
ajoute:

Sang additionné d’antibiotiques 1 em?
s pénicilline 5000 U/cm? sang
© 77 | streptomycine 5000 v/cm? sang

[.e milieu de base se conserve au moins un an en biberons de
verre Iéna, de 250 cm3, capuchonnés de caoutchoue. Il sera done
facile d’en préparer une réserve suffisante chaque automne.

L’addition du sang et des antibiotiques au milieu de base
ainsi que la distribution en tubes peut se faire au moment de
Pemploi par notre « distributeur stérile » [1] ou une seringue.

Technique d’isolement. — 11 est indispensable d’exclure les
bactéries saprophytes ou pathogénes éventuellement présentes
dans le prélevement pathologique, c’est pourquoi nous avons
incorporé des antibiotiques au milieu (par exemple pénicilline
et streptomycine & la concentration finale de 5000 U ou
v/11 ecm?® de milieu complet) [2, 11], aprés avoir spécialement
vérifié que ces antibiotiques (ainsi que I’auréomycine, la chloro-
mycétine et la bacitracine) n’ont pas d’action sur Candida
albicans en particulier. Il sera possible, dans une certaine
mesure, de séparer du méme coup les mycétes saprophytes des
mycetes pathogeénes par leur optimum thermique, en portant
les tubes ensemencés a 'étuve réglée a 37° C, les premiers se
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développant en effet de préférence a 25° C, les seconds vers
35-37° C.

Apres un ou deux passages, les myceétes seront dépouillés de
leurs bactéries et par la suite leur séparation se fera selon les
procédés classiques.

Domaine d’uttlisation du miliew proposé. — Le milieu complet
permettra d’isoler les mycetes aérobies & partir d’expectorations.
de selles, d’urines, de pus, de poils et tous autres produits
pathologiques; ainsi que de fragments de piéces opératoires
ou de matériel d’autopsie.

Le «milieu de base », seulement additionné de sang (sans les
antibiotiques), sera favorable a la culture de diverses espéces
exigeantes.

Enfin, nous proposons, apres l'avoir tout spécialement
contrélé sur Candida albicans, notre « milieu de base » (sans le
sang ni les antibiotiques) pour la culture et les essais de résis-
tance aux antimycotiques, cette levure s’y développant rapi-
dement et abcndamment.

Résumé et conclusions. — Nous communiquons la composi-
tion d’un milieu d’isolement pour champignons pathogénes de
’homme et des animaux a sang chaud. Ce milieu est sélectif
grice aux antibiotiques (important surtout pour les levures
qu’il est difficile de séparer des bactéries) et électif grace & un
choix judicieux des éléments et a sa valeur nutritive adaptée
a la biologie des mycetes pathogeénes.

Nous proposons, en outre, le « milieu de base » pour I’entre-
tien et I’étude de Candida albicans ainsi que des levures voisines

pathogénes.

Université de Genéve.
Institut d’hygiéne.
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A la fin de la séance, M. Chodat présente un court rapport

sur les infections qui peuvent se produire dans des cultures
pures de différentes bactéries; cette infection serait probable-
ment due 4 'emploi d’extraits Liebig pour la confection de ces
milieux; il renferme des bactéries trés résistantes et ayant la
propriété désagréable de se développer rapidement a basse
température.



	Milieu pour l'isolement, et la culture, de champignons microscopiques agents de mycoses

