Retour au menu

Rev. Elev. Méd. vé&t. Pays trop., 1968, 21, 1 (59-69).

Le pouvoir pathogéne
de Dermatophilus congolensis

* r 1

est-il lié a

la diffusion d’une toxine ?

par P. PERREAU
avec la collaboration technique de P. GAYT ef M. T. BOTTO

RESUME

Le pouvoir pathogéne de D. congolensis n'est pas en relation avec la production
d'une toxine, pour autani que le mentrent des tests de toxicité effectués sur des
lapins, des souris, des embryans de poulet et des cellules d'embryen de veau ;
la recherche d'une endotoxine, comme celle d'une exoloxine, est resiée sans

SLCCaE.

Des essais effeciués in vive avec des lapins porteurs de chambres de cullure
dans le péritoine, ont confirmé ces résultais.

Chacun sait que le pouvoir pathogéne de
Dermatophilus congolensis est encore mal connu.
La pathogénie de l'infection reste mystérieuse
et les échecs répétés qu'obtiennent les patholo-
gistes lorsqu'ils veulent reproduire la maladie,
aussi bien sur les animaux de laboratoire que
sur le bétail, sont 1a pour témoigner que tout
n'est pas encore trés clair.

L'hypothése de la production d'une toxine
ou d'un produrt toxique de métabolisme par cet
actinomycéte a été plusieurs fois avancée pour
expliquer la « sortie » des lésions cutanées et
I'état d’émaciation des malades & lésions éten-
dues,

G. MEMERY et L. MEMERY (3) 'avaient pro-
posée pour expliquer la mort par cachexie de
lapins inoculés par voie parentérale avec de
grosses doses de cet achnomycéte.

Plus récemment D. 5. ROBERTS (5,6) s'atta-
chait 4 I'étude de I'étiopathogénie de la strepto-
thricose et parvenait & cette conclusion que le
pouvoir pathogéne de D. congolensis, absolument
indépendant d'une toxine ou d'un produit quel-
conque issu de la lyse du germe, n'était [ié qu’a
Iirritation d'ordre mécanique qu'entrainait la
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pénétration et la multiplication de I'actinomycéte
dans les gaines des follicules pileux.

Nos propres recherches corroborent cette
derniére opinion ; aussi nous parafi-il utile
d'en faire connditre les résultats.

Les essais de mise en évidence d'une toxine
{ou d'un métabalite toxique), entrepris en 1964,
partatent du principe gue cefte toxine hypothé-
tique pouvait étre soit une exotoxine diffusant
librement dans le miliev envirennant pendant la
croissance et la multiplication du germe, soit
d'une endotoxine libérée seulement lors de la
lyse des éléments mycéliens,

On saii déja depuis longtemps que cette
disfinction entre exotoxine et endofoxine peut
étre, a |'occasion, assez arthficielle ; du moains
permettait-elle de se fixer des méthodes de
travail,

MNous avons donc essayé d'obtenir des cultures
aussi denses que possible @ partir de souches
récemment isolées, puis cherché a déclencher des
phénoménes toxiques par inoculation de tout ou
partie de ces culures 4 une série d’organismes
de sensibilité croissante : lapin, souris, embryans
de poulet, cellules de culture,
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MATERIEL ET METHODES

1. Souches de dermafophilus congolensis :

Ce sont des souches de notre collection (F,
Fiar Fis) isolées en Afrique Centrale (Tchad) ;
elles n'ant, depuis leur isclement, qu'un ou
deux passages en milieu artificiel et ne montrent
dans leurs caractéres morphologiques (aspect
des colonies, pigmentation, structure microsco-
pique) rien gqui puisse faire soupgonner une
dégradation dans le sens de |'évolution décrite
récemment par R, VIGIER et J, BALIS (8). Leur
« phase R » ast indiscutable.

2. Culture :

La culture de l'actinemycéte a toujours eté
effecfuée en fermenteur sefon une méthode déja
décrite {4), afin de disposer d'une masse mycé-
lienne maximum en phase de craissance trés

active, ce qui autorise dans une cerfaine mesure
& penser que [e milieu de culture sera riche de
produits diffusibles du métabolisme bactérien.

Le milieu utilisé est le méme : Bacto-Tryplose
Difco a2 p. 100, Yeast-Extract Difcoa 0,25 p. 100,
glucose & 0,2 p. 100, chlorure de sodium a 0,5 p.
100.

On y ajoute 5 p. 100 de sérum de cheval ou
de boeuf ; la stérilisation est faite exclusivement
par filtration (Seitz EKS [1),

Touiefois, la vitesse de la turbine du fermen-
teur est limitée a 230 fours/minute ; cette mondre
agitation, entrainant une moindre cération,
permef & l'actinomycéte de rester plus long-
temps dans sa phase mycélienne de croissance
(cf. fig. n® 1) et de retarder ainsi le stade
terminal de la résclufion définitive en cacci.
Dans de felles conditions, les « zoospores » sont
particulitrement nombreuses et mobiles.

Fig. 1. — On voit nettement, & la périphérie de la touffe, les hyphes en
croissance, cernées par leur capsule (Zewss, B X 40, contraste de phase)

3. Recherche d'une exotoxine ou d’un produi
toxique diffusible du métabolisme.
Considérée ¢ priort comme une substance

diffusant librement au cours de la multiplication

de I'acfinomycéte, elle était donc recherchée
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dans le milieu lul-mé&me, en cours et en fin de
culture.

Celle-ci durait 3 jours; des prélévements
éiaient pris A la 20e, 25¢, 30e, 45° et 54¢ heures
et immédiatement centrifugés & 4 °C et 4 haute
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vitesse (centrifugeuse Servall RC,, 20 minutes
a 27.000 g). Leur surnageant était, en partie,
injecté sans délar & des souris d la dose de 1 mi
par la voie intrapéritonéale (un lot de 6 souris
pat échanfillan) | le reste €lait congelé et lyophi-
lisé pour &tre reconstitué ensuite a la moitié de
son volume initial (concentraiion doublée),
dialysé 8 heures conire du sérum physiologique
pour rétablir l'isotonicité, stérilisé par filtration
et inoculé aux organismes révélateurs.

De chaque filtrat & double concentration :

—+ yn lapin recevait 10 mi par la voie veineuse.

— 4 embryons de poulet {dgés de 10 jours)
recevaient respectivement 0,25 ml, 0.50 ml,
0,75 ml et 1 ml par la vore allantoique.

— 4 tubes de Leighton de cellules de rein
de veau recevaient respectivement 01 ml,
8,2 ml, 0,3 ml e 0,4 ml (simple addition au
milieu).

4, Recherche d’une endotoxine :

Considérée g priori comme confenue dans fes
élémenis bactériens {au sens de I'endotoxine des
germes gram-négatifs) elle étaii recherchée
en premier liev dans le mycélivm et dans les spo-
res mobiles, puis dans le miliev.

Le mycélium récolté en fin de culture était lavé
par centrifugation et lyophilisé.

La méthode d’extraction employée était celle
de Westphal et Luderitz (%) traitement des bac-
téries par le mélange eau-phénol a 65°C, ia
phase aqueuse étant seule recueillie et dialysée.

La toxicité de I'extrait concentré et lyophilisé
fut recherchée chez le lapin par deux voies :

o) l'intraveineuse, afin de rechercher les
signes classiques d’hyperthermie et de leuco-
pénie accompagnés de « tuphos » que provoquent
les endofoxines microbiennes.

B) l'intradermique, afin de déceler un éventuel
effet irritant ou dermo-nécrotique (1).

Les spores mobiles, récoltées aussi au terme
de la culture furent simplement séparées du
mycélium par centrifugaton différentielle et
filtration sur couche de coton; elles furent
soumises au méme traifement que les éléments
mycéliens.

Comme on pouvait admettre qu'en fin de
culture, la lyse bactérienne, souvent (ntense
dans une culture agitée, avaii libéré une quantiié
notable de cette endotoxine présumée, le méme
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traitement au phénol @ chaud fut appliqué au
miliev (54® heure).

En outre, une partie afiquote de celui-cr fut
soumise, aprés précipitation isoélectrique (aci-
dification & pH 4.5 par I'acide acétique) et élimi-
nation du précipité, a un fractionnement a froid
par |"éthanol (1, 2, 3 et 4 volumes) de fagon &
extraire la ou les fractions pelyosidiques, élé-
ments possibles d'un complexe toxique lipido-
glucidique.

5. Essai de toxicité par culture in vivo :

Les tests précédents furent complétés par des
cultures de I'actinomycéte in vivo chez le lapin,
au moyen de deux procédés :

a) Introduction, par Japarotomie dans la
cavité péritonéale du lapin, d'un sac de celic-
phane (marque Nojax Visking, porosité 2 &
4 my) d'un volume de 20 cc et contenant 15 ml
d'une culture de 24 heures de D. congolensis.

Les lapins étaient anesihésiés par injections
intraveineuses successives d'acépromazine (¥} et
de thiopental sodique (*+*); ['opération était
terminée en une quinzaine de minutes. Leur
surveillance durait un mois au minimum.

b) Introduction par la méme voie et au méme
lieu, chez le lapin, d'une chambre & diffusion
d'un modéle identique a celle décrite par
L. C. LLOYD (2) pour la recherche de la toxi-
cité de Mycoplasma mycoides.

Les membranes Millipore VC, qui constituaient
les parois de la chambre, ont une porosite
moyenne de 100 mp, ce qui permet donc aux
molécules les plus grosses (toxine protéique
ou complexe lipido glucidopolypeptidique) de
diffuser librement dans le liquide péritonéal.

6. Animaux d'expérience :

Les lapins de race Blanc du Bouscat pesaient
de 2 3 kg ; les souris pesaient 20 g au minimum,

Etaient observées : -

a) les modifications du comportermnent des
souris et des lapins dés la fin de I'injection intra-
veineuse ou intrapéritonéale.

b) les variations de leur formule leucocytaire
et du nombre de leurs Jeucocytes.

{*) Veiranquil Lathévet.
(**) Nesdonal Spéria.
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Pour les embryons de poulet, dgés de 10 jours,
un mirage quotidien permeftait de s'assurer
de leur survie ou de leur mort ; dans ce dernier
cas, la cause en élait recherchée, car il était
important d"¢limirer la mortalité par coniami-
nation microbienne.

7. Cellules de rein de veau.

Naous avons employé des cellules de rein
d’embryon de veau, a leur 13¢ passage, entre-
tenues en hydrolysaf de lactalbumine ¢ 0,5 p. 100
dans la selution de Earle, enrichi par 10 p. 100
de sérum de veau.

Il ne s"agissait pas [a de lignée continue, mais
de simples cellules de souche, de morphologie
uniforme, a tapis trés réqulier, & vrai dire beau-
coup plus fragiles que des cellules de premiére
explantation.

RESULTATS

A. Recherche d'une exofoxine
(Métabolite toxique de diffusion [ibre)

1. Souris

Aprés l'injection intrapéritenéale de 1 ml des
divers prélévements {20, 25, 30, 45 et 54 heures),
aucune souris ne présente dans les heures qui
suivent fe moindre symptéme pouvant faire penser
que ces prélévements sonf foxigues.

Les variations de la leucocytémie et de la

formule leucocytaire de ces souris, observées
une heure aprés l'Injeciion, apportent peu de
renseignements.

On observe deux phénoménes :

ay I'établissernent d'une leucopénie modérée,
non visible cependant chez les souris qui ont
recu le prélévement no 2 (25 h).

b} I'abaissement significatif du taux des [ym-
phocytes associé @ |'accroissement relatit du
taux des polynucléaires,

Chez les souris témoins qui ont regu 1 ml de
milieu stérile dans le péritoine, les mémes
variations s'observent, mais & un degré moindre.

2, Lapins

L'injection iniraveineuse des échantillens (10 ml
& double concentration par animal, soit 20 ml
de milieu) ne provoque l'apparition d'oucun
symptéme de toxicité ; comme pour les souris, elle
est trés bien supporiée.

Le nombre des leucocytes n'est pas modifié
de fagon bien régulidre ef on n’observe pas
de leucopénie ; par contre, aprés un délai
varfable {de quelques heures & 24 heures) sur-
vient toujours une phase d’hyperleucocytose
(cf. tableau I}. Il ne semble pas qu'il s’agisse d'un
phénomeéneintéressant puisque cetie méme hyper-
leucocytose apparait chez le lapin témoin qui
n'a recu dans la veine que du miliev normal
stérile,

TABLEAU N° 1

Variaticns de la leucocytémie en fonction du temps clez les lapins éprouvds par la voie veineuse

Lapins inoculés Temps en teures, aprds l'injection intraveineuge
avec le
prélévement de : o] a,5 1 2 3 5 7 24
20t 9,200 13,800 12,400 13.400 | -12.000 16.600 13,900 20.300
BT 7,800 5,600 6,600 7.000 &,200 12,700 3,800 22,800
30 b 15,800 26.200 15.000 20,600 20,200 16,700 17,co0 43,900
45 8.200 7.400 6.400 2.100 9, 600 35,200 12.600 20,000
54 E 8.600 8,800 7.600 5,200 8,200 9.800 11,000 13,800
Lapin témoin
(milieu stérile) 7.600 10,400 13,200 13,200 17.200 8,250 14,000 8.800
L'établissement de la fermule leucccytaire | tage relatif au bénéfice des premiers. La encore,

de ces mémes lapins montre, comme chez les
souris, une inversion du rapport [ymphocytes-
polynucléaires, ceux-ci diminuanf en pourcen-
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un phénoméne identique s'observe chez le lapin
temaoin, encore que cette inversion ¥ soif moins
marquée et plus fugace.




C'est de la 4¢ & la Be heure cprés |'injection
que cette variation est la plus neite (cf. tableau Ii} ;
la formule est refournée & la normale 24 heures

aprés,

Les prises de température, effectuées en méme
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temps que les numérations, oni permis de fracer
les courbes de la figure n® 2 ; on y voit que [a
réaction d’hyperthermie est d'vne ampleur pro-

portionnelle & I'age de la culture qui fournit le

TABLEAU N° II

prélévement. En d'autres termes, la richesse du

Variations de la formule leucocytzire chez les lapins Zprouvés par la voie veineuse

Lapins n° 1 2 3 4 5 Témoin

Age de la culture 20 h 25 T 30 h 45 54 b e
Neutrophiles 17 71 38 75 22 77 4 74 34 B3 | 15 an
Hosinophiles - - 1 1 - 5 - - 1 - - 1
Basophiles 3 6 1 1 9 & - 2 1 2 2 7
Lymp locytes 73 23 60 23 | 6% 13 | 96 21 | G4 9 | B3 3L
Monocytes 7 - - - 3 - - 3 - 6 - 2

Pour chaque prélévement, la prenmiére colonne représente la formule sanguine du lapin avant

1'injection, la deuxiZme, la formule au moment de sa variarion maximale observée (4 3 8 lheures

aprés).

FIGURE n®2

VARIATIONS EN FONCTION DU TEMPS DE LA TEMPERATURE
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Fig. 2. — Variations en fonction du temps de la températyre interne des lapins éprouvés par la voie veineuse.
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miliey en substances pyrogénes augmente avec
la durée de [a culture ; I'augmentation de tempé-
rature maximale (20 5) est observée chez le lapin
qui a regu le milieu de culture de 54 heures.

3. Embryons de poulet :

|.'inoculation par la vole allantoique des mémes
prélevements (cultures de 20, 25, 30, 45 et 54 heu-
res) aux doses indiquées précédemmeni n'ont
entrainé la mort d'aucun embryon.

Dans une premiére expérience, deux embryons
avaient succombé respectivement en 5 et 6 jours
avec des filtrats de culture de 20 et 25 heures ;
ces accidents éfcient d'ordre traumatique. Les
m&mes échantillons injectés d d'autres embryons
dans une seconde série de tests les onf [aissé
survivre.

Le fait le plus remarquable est I'innocuité
du filtrat de la culture de 54 heures, a la dose
de 1 ml (& double concentration).

4. Cellules de rein de veau :

Celles-ci, comme les embryons de poulet, ont
parfaitement supperté 'addition au milisu de
culture des mémes prélévements aux doses déja
Citées,

Les photos des figures no 3 et 4 montrent qu'a-
prés 6 jours d'observation il n'existe aucune
différence significative entre I"aspect des cellules
témoins et celui des cellules mises au contact du
filtrat de la culture de 54 heures.

B. Recherche d’une endotoxine

Le traitement du mycéiium par la méthade de ;

Westphal permet d'obtenir, apres dialyse, centri-
fugation et [yophilisation, un composé polyosi-
dique (ou lipopolyasidique) que nous avons déja
utilisé pour des fests sérologiques {4); cette
technique est un procédé de choix pour I'isole-
ment des endotoxines bactériennes dont l'ing-
culation Infraveineuse est suivie des effets
classiques : prostration, polypnée ou dyspnée,
leucopénie intense et brutale svivie d'hyper-
leucacytose, pic d'hyperthermie.

Aucun de ces signes n’est retrouvé icr ; lafigure
n® 5 permet de suivre chez deux lapins, inoculés
respeciivement avec 10 pg et 50 pug de l'extrait,
les effets de I'injection intraveineuse.

Les variations de température interne sont
faibles : 095 et 101 d'amplitude maximale.
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Le phénomene le plus curieux est la double
variation, de type ondulant, du nombre des
levcocytes, qui s'effectue dans le méme sens que
celle de la température ; rien de commun donc
avec la crise d'hyperthermie et la leucopénie
caractéristiques provoqués par l'injection des
complexes foxiques lipopolyosidigues.

les spores traitées de fagon identique par le
phénol @ chaud ne permettent pas davantage
l'isolement d’un antigéne doué de propriétés
foxiques,

Les extraifs obtenus toujours par la méthode
de Westphal appliquée au milieu de fin de cul-
ture (56 heures) et (njectés dans la veine des
lapins & la dose de 100 g n'entrainent ni hyper-

. thermie ni leucopénie ; les extraits obtenus

avec ce mé&me milieu par précipitation a I"éthanol
se révelent tout aussi inoffensifs.

Par la voie intradermique, tous les extraits
au phénol & chaud (mycélium, spores, milieu
de fin de culture) sont incapables de provoquer
le moindre effet dermo-nécrotique d la dose de
500 ug sous le volume de 0,1 ml; on observe
seulement un érythéme discret durant 24 heures
ef donf rien ne subsisie au bout de 48 heures.

Cette absence d'effet viraiment irritant s'observe
aussi avec les extraits obtenus par précipitation
a l'éthanel avec le milieu de fin de culture {a1,2
3 et 4 volumes), & la méme dose et sous le méme
volume.

Par contre, une réaction érythémateuse accu-
sée et durable survient aprés injection intra-
dermique de 0,1 ml d'un antigéne total de lyse
par les ultrasons de D. congelensis {1 g de
germes secs dans 100 ml d'eau disiillée) ; cepen-
dant, aprés 3 jours, la peau refourne & son état
normal sans que soit apparve la moindre
escarre.

C. Recherche d'un pouveir toxique
in vive

Qu'ils aient regu dans le péritoine la chambre
a diffusion ou le boyau de cellophane contenant
la culture de D. congolensis, les lapins n'ont pas
mentré le moindre signe clinique d'infoxication,

Pendant les premiers jours, ils ont souffert
manifestement des seules suites opératoires
(douleur de la paroi abdominale, voussure du
dos). L’¢norme corps étrangerqu’ils hébergeaient
dans leur cavité péritonéale les a génés, semble-
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Fig. 3. — Mappe cellulaire aprés & jours de coniact
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avec le miliev de la culture de 5& heures {0,4 ml par tube
de Leighton).

42,
41 ]
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394

38+

Fig. 4. — Cellules témans , ce fube a regu & jours

avani 0,4 ml du milieu stérile.

FIGURE n=5
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Injection intraveineuse de 50 ug

nombre de leucocytes

22000
20000
18 000
16 000
14 000
12 600
10600

=]

——r— T ¥ T T

o 1n 1’ 13 1’4 5 1. 17

Lapin n® 27

Injection intraveineuse de 10 yg
-42

Y

9 10 I 12 13 14 15 16 17heures

températures —  leucocytes .. ____

Fig. 5.

Lapin nt 28 injeciicon intraveineyse de 50 pg.
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t=1l, jusqu'a ce qu'il soif fixé par des adhérences
ou enrobé solidement dans |'épiploon.

Dans les semaines qui suivirent, le comporte-
ment de ces animaux futtrés normal, tout comme
leur fempérature interne et leur forme leucocy-
faire,

Au cours de cette survelllance, des tests sérolo-
giques hebdomadaires (hémagglutination indi-
recte), montrérent qu'aucun lapin n'élaborait
des anficorps spécifiques, ce qui donnait dans
une certaine mesure 'assurance que boyaux de
cellophane et chambres & diffusion ne permet-
taient pas la sortie du germe dans la cavité
péritoneale,

Ces animaux furent sacrifiés de 4 & 6 semaines
aprésl'intervention et ontrouva, danstous les cas.
une gangue conjonctive réactionnelle enrebant
complétement la chambre & diffusion ou le boyau
4 dialyse ; ces derniers n'avaient pas été fixés
lors de {eur introduction dans le péritoine, mais
trés rapidement ils furent immobilisés, le plus
socuvent dans [épiploon, dans le reste des cas
sur la paroi abdominale, par des brides laches
et frés vascularisées se moulant sur eux pour se
transformer en gangue conjonctive (cf. fig.

nos & et 7).

Cefte gangue ouverte laissait apparafire une
speudocavité kystique a face interne fapissée
d'un exsudat muqueux ; sur cette derniére, une
attache conjonctive fixait la chambre de diffusion
au'elle engainait étroitement dans un feuillet
mince 4 fine vascularisation. Entre ce feuillet et
chaque disque Millipore s’intercalait un disque
de fibrine de faibie épaisseur (1 mm). Les néofor-
mations conjonctives qui recouvraient les boyaux
de cellophane possédaient cette méme struciure
générale, mais !a couche de fibrine constituait
un véritable manchon au contact du boyau.

Interposée donc entre la parci filirante et le
feulllet conjoncehf, elle 2tait associée a une double
infiltration cellulaire : celle des granulocytes
neufrcphiles, extr&mement abondants, aitirés
I& par chimictropisme et celle des histiocytes, en
nombre plus réduit et en pleine activité de
macrophagie, Dans un cas, on trouva des
cellules géantes & noyaux multiples (4 a 10).

D. congolensis fut isolé sans difficulté a l'inté-
rieur des chambres et des boyaux ; dans ces
derniers, la masse mycélienne était énorme et la
culture d'allure crolfeuse adhérait fortement
@ la face interne de ia paroi.

Dans les chambres de diffusion, la masse mycé-

Fig. 6. — Boyau de cellophane, contenant environ 20 ml
de culture, fixé dans I'épiploon et recouvert de sa capsule
conjonctive ; a son extrémité supérieure, "accumulation
des neutrophiles nécrosés a créé une zone purulente
asepiique.

Frg. 7. — Chambre de diffusion incluse dans une mince
capsule conjonctive, trés vascularisée et appendue a
I'épiploon ; bien qu'elle contienne une culture dense de
D. congolensis, la réaction inflammateire reste discrate,
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lienne équivalait av moins & cing fois celle de
['inoculum.

Aucun élément de D. congelensis n"a pu éire
isclé dans la cavité des gangues conjonctives, 4
I'extérieur des chambres de culfure lorsque
celles-ci n'éfaieni pas endommagées (rupture
accidentelle d'un disque Millipore, collage insuf-
fisant).

Aucun lapin n'avaif perdu de poids ; bien au
contraire, la piupart d'entre eux avaient en-
graissé. Leur foie et leurs reins, en parfait état,
ne semblaient pas avoir subid'atteintetoxique ;
pas la moindre hypertrophie ou congestion
hépatique, qui aurait témoigné d’une activité
anormale de détoxification. Ajoutons que I'état
général des lapins dont les chambres n'étaient
pas étanches était resté trés satisfaisant ; I'acti-
nomyceéte dans tous les cas était resté enfermé
danslagangue conjonctive.

DISCUSSION

1) Comme on peut le voir, il fut impossible
au long de ces essais de déceler une foxine pro-
prement dite ou un métabolite toxique.

Il est vrai que nous avons recherché une foxi-
cité hypothéhque & partir du germe en culture ;
on pourra donc objecter qu'in vivo, dans les
lésions cutanées, le métabalisme de ['actino-
mycéte peut &ire différent, ce qui n'est apres
tout qu'une autre hypothése.

Toutefois il nous semble raisonnable de penser,
compte tenu de la sensibilité des meéthodes
employées (notamment des cultures celluiaires),
de la richesse des culiures qui nous ont fourni
les matériaux de travail et de l'ordre de gran-
deur des échantillons injectés, que ces résultats
ont quelque valeur,

2) Les extraits obtenus en trartant par la
méthode de Westphal le mycélium, les spores
ou le milieu de fin de cuvlture ne confiennent donc
pas d'endoioxine au sens classique du ferme,
ainsi que ROBERTS (5) I'avait déja observé en
employant des exfraits a I'acide trichloracétique.

Celui que nous avons préparé 4 parhir du
mycélium, avec un rendement de 2,5 p. 100 en
moyenne (rapport des poids secs), est capable
de sensibiliser des hématies @ I'action d'un
sérum agglutinant ; de nature polyosidique ou
lipopolyosidique et non toxique, il est présent
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dans I'actinomycéte vraisemblablement sous la
forme d'un complexe protéine-polycside intra-
cellulaire (somatique ou de surface}, les prépa-
rations les plus actives étant obtenues avec des
germes en pleine croissance par lyse en eau
distilée, traitements aux ulira-sons, cycles de gel-
dégel, etc... :

La lyse spontanée des éléments mycéliens fait
qu'on le frouve aussi dans le milieu aprés un
certain temps de culture (48 heures au moins).

Toutefois, aprés extraction au phénal, il se
caractérise difficilement par la précipito-diffu-
sion en milieu gélifié, la ligne de précipitation
etant flove et discrete.

Rappelons qu'avec des fractions lipidiques de
ce germe, abtenues par traitement & ['acétone
ou au chloroforme, ROBERTS n'avait pas davan-
tage réussi @ mettre en évidence un pouveir
toxique ou nécrotique de ces préparations.

3} Le milieu ne contient pas d'exotoxine, au
sens classique du terme, et de quelque nature
qu'elle puisse &lre.

le milieu de fin de culture est riche en polyasi-
des non foxiques et c’est un phénoméne assez
frappant de le voir devenir de plus en plus
visqueux d mesure que la culture se prolonge.

A partir de 100 ml de miliev, aprés une pre-
miére précipitation isoélectrigue a pH 4, on
obtient en moyenne par addifion successive de
4 volumes d'alcool et aprés dialyse et Iyophili-
sation, 0,311 g d'un polyoside purifié dépourvu de
toute toxicite.

On ne peut manguer de frouver ici une ana-
logie avec les levanes ou les dextranes extra-
cellulaires libérées dans le milieu par certaines
bactéries (B. subtilis, Azotobacter, etc...}.

Ce polyoside extracellulaire se détache de la
capsule, trés visible en microscopie en contraste
de phase (cf. fig. 1) qui gaine les hyphes mycé-
liennes ; ROBERTS (5) a d'ailleurs suggéré
que sa résistance ef sa viscosité pouvaient étre
des facteurs de fixation des hyphes dans les
gaines pileuses et I'épiderme,

|| est trés vraisemblable que, dans notre pro-
cédé de culture, cette diffusion dans le miliey
fut grandement facilitée par 'agitation et I'em-
ploi d'un anti-mousse. Ce polyoside est un
hapténe qui précipite en gélose en face d'un
immunsérum récolté chez un bovin sévérement
atteint de la maladie naturelle ; il semble
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cependant incapable de sensibiliser des hématies
a I'action d'un sérum aggluhnant.

Il n'est sans doute que peu responsable de
I'activité pyregéne du milieu terminal car, a la
dose de 500 pg injectée dans la veine, il ne pro-
voque chez les lapins de 2 kg qu'une élévation de
température de 0,3 4 0,5 eC.

4y L'absence d'altération de I'état général
des lapins porfeurs de chambre de culture nous
semble parfaitement en accord avec les autres
résuitats,

S7il est vrai que les boyaux d dialyse ont pu
empécher la diffusion de toute grosse malécule,
les filires Millipore VC &taient irés perméables,

Chez le lapin iémoin porteur d'une chambre
ne contenant que du milieu siérile, on cbserve
le méme processus d'encapsulation dans une
gangue conjonctive ; mais, au confact des filfres,
on ne retrouve pas l'infiltration intense par les
polynucléaires et ce sonf les histiocytes qui
dominent.

COMCLUSIONS

Dans les canditions de nos expériences, il

s'est révélé impossible de déceler une toxine
s0if dans les constituants soif dans les substances
issues de [a croissance et du métabalisme de D.
congolensis,

Aucun phénomene toxigue local ne pouvant
&tre & l'origine des lésions, il se confirme donc
que le réle pathogéne de cet actinomycéte est
vraisemblablement lié & sa seule multiplicafion
dans I'épiderme des animaux,

Les cas de mort des grands ruminants, surve-
nant aprés des évelutions cliniques rapides, ne
sont sGrement pas aftribuables a I'action d'une
toxine spécifique ; il devient certain que, pour
expliquer ces accidents, les recherches doivent
s'orienter vers le réle des complications micro-
biennes assocides et celui des phénoménes d'al-
lergie, au sens le plus large de ce ferme,
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SUMMARY

Is the pathogeniclty of Dermatophitus congolensis
relafed with a toxin production ?

The pathogenicity of D. congolensis is net related with the preduction of a
foxin, as far as shown by several fests carried ouf in rabbits, mice, chick embryos

and calf embryc cells cultures,

Aftempts o evidence an endotoxine like-substance as well as an exofoxin,

have been unsuccessivl.

These resulis have been assessed by some experimenis carried out in rabbits
having a culture chamber in their peritoneal cavity.

RESUMEN

Se liga e patogenicidad de Dermatophilus congolensis
con la difusion de una toxina ?

No estd asociada con la produccién de una toxina la patogenicidad de D. con-
golensis, segon lo que demusstran las pruebas de toxicidad efectuadas en cone-

jos, rafones, embricnes de polle y células de embricnes de ternero ; no se llevd

a cabo la bldsgueda de una endotoxina asi como la de una exotoxing.
Ensayos efectuados in vivo en conejos portadores de cdmaras de cultive en el
peritoneo comprobaron los dichos resultadoes,
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