

































































































































































































































































































































































































































































































































































BLASTOSPORES PROVENANT DE CULTURES DE 23h & 37°C
SUR MILIEU DE SABOURAUD AYANT PERDU ARTIFICIELLEMENT
OU NATURELLEMENT DES CONSTITUANTS PARIETAUX.

e Cellules ayant fait 1'objet de traitements physico-chimiques.

.. Traitement par la méthode de PEAT pour 1'extraction des mannanes

FIGURE 17 :

" FIGURE 18 :

pariétaux.

Double coloration. Un aspect homogéne de la paroi résulte de la
disparition du contraste aux électrons des couches externes.

En certaines zones (d&limitées sur l1a micrographie par des

lignes pointillées), des fibrilles claires noyées dans une matrice
de densité moyenne aux électrons sont individualisables x 90000.

Réaction de THIERY. Disparition du contraste aux &lectrons dQ
aux couches externes précédemment trés réactives. Une stratifi-
cation grossiére est apparente (fléches) x 80000.

.. Traitement par le méthanol-chloroforme durant une heure.

FIGURE 19 :

Double coloration. La paroi est recouverte par place d'un matériel
trés dense aux électrons, irréguliérement réparti, d'aspect flo-
culeux. L'emplacement des zones pariétales denses aux é&lectrons
est ici électroniquement vide, par contre, les zones internes

sont bien contrastées. Des espaces clairs disposés perpendicu-
lairement & la membrane plasmique et inclus dans une matrice
sombre y sont observables (fléches) x 28000.

® Cellule spontanément lysée.

FIGURE 20 :

Double coloration. A 1'intérieur de la cellule ne subsistent que
quelques restes cytoplasmiques et des fragments de membranes.
L'aspect de la paroi est semblable & celui des cellules traitées
par le méthanol chloroforme, le contrate est inversé par rap-
port aux cellules intactes : les couches les plus externes sont
claires au électrons, les couches internes plus sombres. Comme
sur la figure 18, on reléve 1'existence d'une stratification a
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COUCHES MOYENNES bE LA PAROI : PROCESSUS DE BOURGEONNEMENT

FIGURE 21 :

FIGURE 22 :

FIGURE 23 :

FIGURE 24

Blastospores de souche sensible & la 5-Fluoro-cytosine (souche
702). Milieu de Sabouraud 24h de culture & 37°C.

Double coloration. Noter 1'existence de la couche intrapariétale,
dense aux électrons 6. x 105000.

Blastospore de souche sensible & la 5 Fluoro-cytosine (souche 702).
Réaction de THIERY. La couche interne 6 est réactive, elle déli-
mite nettement, lorsqu'elle est présente, 1a couche moyennement
dense aux &lectrons 5 de la couche plus interne et plus claire 7.
La discontinuité de la couche 6 est ici nettement visible

(fléche et pointillés) x 48000.

Blastospores provenant de cultures de 24h & 37°C sur milieu de
Sabouraud. Double coloration. Fin de processus de bourgeonnement,
cellule-fille (CF) se séparant de la cellule-mére (CM). Remar-
quer 1a couche contrastée 6 au sein des couches pariétales in-
ternes, claires aux électrons de la cellule-mére. Bien visible
dans la région ol s'est E&laborée la paroi de la cellule fille,

la couche 6 n'est plus individualisable & distance de la cicatrice
de bourgeonnement (astérisque) x 60000.

Blastospore soumise & 1'action de la pronase durant une demi
heure & 37°C. La paroi de la cellule semble intacte alors que la
partie externe du centre de 1a cicatrice de bourgeonnement est
dégradée. x 58000.







FIGURE 25 :

FIGURE 26 :

BLASTOSPORES PROVENANT DE CULTURES DE 24h & 37°C
SUR MILIEU DE SABOURAUD

CICATRICES DE BOURGEONNEMENT

Cellules intactes

Double coloration. Les couches pariétales internes claires aux
électrons remontent & la surface, en périphérie de la cicatrice,
ancienne zone de continuité avec la paroi de la cellule-fille
individualisée ultérieurement.

Le centre de 1'anneau ainsi formé est obturé par un matériel
différent, moyennement dense aux électrons, on y trouve é&galement
une lame interne plus contrastée (fléches). Il n'existe pas de
discontinuité apparente entre les structures du bouchon cicatri-
ciel et les couches pariétales les plus internes contiglles & 1a mem-
brane plasmique x 128000.

Réaction de THIERY., Elle révéle une organisation de la cicatrice
de bourgeonnement superposable & celle observée en double colora-
tion. La lame interne plus contrastée est &galement fléchée.

. Cellule traitée une heure par le méthanol chloroforme.

FIGURE 27 :

Double coloration. L'extraction du matériel lipidique et des
constituants qui lui sont associés entrafine une inversion du con-
traste aux électrons de la paroi, déja observée figure 18. Elle
permet également une visualisation de structures fibrillaires
invisibles sur les cellules intactes. On retrouve ici, mais

moins nettement qué sur la figure 19, 3 proximité de la membrane
plasmique des espaces clairs qui lui sont orientés perpendiculai-
rement (grosse fléche).

I1 s'y superpose, vers la périphérie, un ensemble de fibrilles
fines bien visibles dans la zone délimitée par des pointillés,
orientées parallélement & la surface cellulaire, qui suivent le
mouvement amorcé par 1a paroi pour donner naissance & 1'anneau

de la cicatrice(fléches courbes). Le bouchon central apparafit
également nettement de nature fibrillaire, dans une matrice sombre
sont incluses des fibrilles plus claires qui se ramifient (fléches
courtes)







BLASTOSPORES PROVENANT DE CULTURES DE 24h & 37°C
SUR MILIEU DE SABOURAUD

- Immunocytologie, sites de fixation des anticorps présents dans des sérums

de malades. Exemples représentatifs des résultats obtenus. Ceux-ci furent

identiques pour les souches L et VW 32.

FIGURE 28 :

FIGURE 29 :

FIGURE 30 :

FIGURE 31

Méthode & 1'immunopéroxydase indirecte. Sérum de malade réagis-
sant sur une coupe de blastospore en résine hydrosoluble (G.M.A.)
L'ensemble de la paroi et du cytoplasme est recouvert par les
précipités révélant la fixation d'immunolgobulines. Deux régions
font 1'objet d'un marquage beaucoup plus intense, il s'agit de la
périphérie pariétale et de la zone de jonction paroi-cytoplasme.
x 60000.

Microscopie photonique. Immunofluorescence indirecte, sérum de
malade réagissant avec des blastospores entiéres. Le marquage
par le fluorochrome s'établit principalement & la surface cellu-
laire, mais de méme que sur la figure 28, la jonction paroi-
cytoplasme fait 1'objet d'un marquage (petites fléches). x 1800.
Le trait porté sur la figure représente 10 um,

Méthode 3 1'immunoferritine indirecte sur cellules entiéres, sérum
de malade. Un marquage discret s'établit & distance de la Timite
visible de la paroi révélant ainsi 1'existence de structures
externes non visualisées par les procédés de coloration usuels.
x69000.

:Méthode & 1'immunoferritine indirecte sur cellules entiéres,

sérum de malade. Les sites de la réaction antigéne-anticorps
visualisés par les molécules de ferritine sont répartis de fagon
homogéne & la périphérie des blastospores. La densité du marquage
et la distance & laquelle i1 s'établit de 1a paroi sont variables
suivant les cellules A, B et C intéressées par la coupe. Pour la
cellule A, les molécules de ferritine piégées dans un "cell wall
coat" important (0) n'accédent que difficilement aux zones anti-
géniques majeures de la périphérie pariétale, ces derniéres sont
bien accessibles et bien marquées pour 1a cellule B et plus encore
pour la cellule C. x 60000
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BLASTOSPORES PROVENANT DE CULTURES DE 24h & 37°C
SUR MILIEU DE SABOURAUD

. Immunocytologie. Localisation des antigénes spécifiques du sérotype
A sur coupes de résines hydrosolubles (G.M.A.)

- Réaction d'immunoferritine indirecte. Sérum de lapin anti-
sérotype A.

FIGURE 32 : Blastospore de la souche VW 32. Le marquage se superpose aux
zones denses aux électrons, dans le cytoplasme sur des struc-
tures inidentifiables; dans la paroi, il se répartit essentielle-
ment sur les couches externes. x 55000.

.. Réaction d'immunoperoxydase indirecte. Sérum de lapin anti-sérotype A.
FIGURE 33 :Blastospore de la souche L. Absence de marquage. x 85000.

FIGURE 34 :Blastospores de la souche VW 32. Le marquage s'établit principale-
ment & la périphérie de la paroi, i1 apparait ici continu entre
deux blastospores contiglies.x35000.

FIGURE 35 :Blastospores de la souche VW 32. Le marquage révélant les sites
de la réaction antigéne-anticorps est réparti suivant deux couches
périphériques concentriques (fléches) correspondant sensiblement
‘ aux couches 2 et 4. x 50000.

. Réaction d'immunoperoxydase indirecte. Sérum de malade adsorbé par
1a souche L, réagissant sur les blastospores de la souche VW 35.

FIGURE 36 et
- FIGURE 37 : Le cytoplasme fait 1'objet d'un marquage plus intense que celui
de la figure 35 résultant de 1'utilisation d'un anti-sérum expéri-
mental; le marquage pariétal, par contre, se répartit de fagon
identique sous forme de deux couches périphériques concentriques(fléches
x 60000.






FIGURE 38 :

FIGURE 39 :

FORMES PARASITAIRES

Biopsie de recto-colite candidosique humaine. Réaction de THIERY.
Eléments pseudomycéliens en position intra-tissulaire x 25000.

Rein de lapin infecté par une dose massive (5.107) de blastospores
vivantes de C. albicans de sérotype B (souche 3156 dans ce cas)

et prélevé une dizaine de jours aprés 1'infestation. Les fléches
indiquent les granulomes fongiques constitués essentiellement
d'une culture pure de C. albicans.

FIGURE 40 et

FIGURE 41 :microscopie photonique. Cellules provenant de granulomes identiques

d ceux de la figure 39 qui, aprés dissociation et lavage, ont été
préparés pour servir de substrat & la réaction d'immunofluorescence.
Noter la parenté morphologique entre certains éléments pseudomycé-
liens et ceux observés dans la biopsie humaine (fléche).

La réaction d'immunofluorescence indirecte concerne ici des formes
parasitaires de la souche L obtenues in vivo , réagissant avec le
sérum d'un lapin infecté par une dose subléthale de 1a souche L

et complétement adsorbé par les blastospores de la souche homologue
provenant de cultures de 24 heures & 37°C sur milieu de Sabouraud.
Les éléments pseudomycéliens et les blastospores font encore
1'objet d'un marquage démontrant la fixation & leur niveau d'immu-
noglobulines. x 1000.






FIGURE 42 :

FIGURE 43 :

FIGURE 44 :

FORMES PARASITAIRES

Biopsie de recto-colite candidosique humaine. Double coloration.
Blastospore en position intratissulaire au sein des couches les
plus superficielles, kératinisées, du rectum. La paroi est bila-
minée, la couche externe, dense aux électrons, composée de fila~
ments plus ou moins orientés perpendiculairement & la surface
est trés développée. Elle représente, comme sur le milieu R.A.T.
une proportion importante de 1'épaisseur pariétale (Fig.6).

Biopsie de candidose cutanée expérimentale du cobaye (animal

" préalablement traité par 1'alloxan). Réaction de THIERY. Blasto-

spore, située en position parasitaire intracellulaire dans une
cellule du Stratum corneunm,

Sa paroi, ne semble pas présenter de différence fondamentale de
structure avec celle de blastospores obtenues sur milieu de
SABOURAUD. x 74000.

Biopsie de recto-colite candidosique humaine. Réaction de THIERY.
Zone d'articulation d'&1éments pseudomycé&liens en position intra-
tissulaire. La cicatrice de bourgeonnement résultant de 1'indi-
vidualisation d'un &lément pseudomycélien y présente une struc-
ture grossiérement analogue a celle résultant de 1'individuali-
sation de blastospores (Fig.25 & 27). x 48000.
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FORMES DE BLASTESE OBTENUES PAR INCUBATION DE
BLASTOSPORES DURANT 2 h 30 mn & 37°C DANS DU
SERUM  EQUIN.

FIGURE 45 : Coupe longitudinale, réaction de THIERY. Remarquer 1a bonne pré-
servation des organites cytoplasmiques, vraisemblablement en
relation avec la faible épaisseur pariétale du tube germinatif
qui permet une bonne pénétration des mélanges fixateurs. La
couche pariétale interne du tube germinatif, claire aux élec-
trons, est en continuité, et prend son origine dans les couches
pariétales les plus profondes de la blastospore-mére(fléches).
La couche pariétale externe, dense aux &lectrons, est par contre
en continuité de niveau avec les couches de densité analogue
de la blastospore-mére. x 28000.

FIGURE 46 : Coupe transversale de 1'émergence d'un tube germinatif.
Réaction de THIERY. La lame externe du tube germinatif est en
continuité avec les couches externes de la paroi de la blasto-
pore-mére, la lame interne ne présente pas de continuité avec
les couches moyennes de la blastospore, mais provient de la zone
Jjuxta~-cytoplasmique (fléches) x 69000.

FIGURE 47 : Coupe longitudinale de 1'émergence d'un tube germinatif. Double
coloration. De méme qu'a la suite d'une réaction de THIERY, la
couche interne du tube germinatif, qui s'ancre dans la région
la plus profonde de la paroi de la blastospore-mére, apparait
claire aux é&lectrons (1ohgues fléches). La couche externe, sombre
aux électrons, est en continuité avec celle, beaucoup plus épaisse
de la paroi de la blastospore-mére.

I1 s'y superpose une couche d'épaisseur irréguliére, moyennement
dense aux électrons, de structure lache (fléches courtes), qui
n'‘est pas révélée par la réaction de THIERY. x 60000






FORMES DE BLASTESE

.. Formes de blastése obtenues aprés 2h30 mn d'incubation de blasto-
spores & 37°C en sérum équin.

FIGURES48 a et b :

Coupes sériées de blastospore (coupe longitudinale et de tube germi-
natif (coupe transversale), contrastées d'une part par la réaction de
THIERY (a) et d'autre part, par double coloration (b). Remarquer la
couche la plus externe, irréguliére, de structure ldche, qui n'est
révélée que par la double coloration. x 48000(a); x 38000 (b).

.. Formes de blastése obtenues aprés 4h d'incubation de blastospores
d 37°C dans le sérum humain (test d'inhibition de 1'agglutination
des formes de blastése, sérum d'individu sain).

FIGURE 49 :

Section de deux tubes germinatifs agglutinés et d'une blastospore.
Double coloration. La couche cellulaire la plus externe, irréguliére,
moyennement dense aux €lectrons et de structure ldche ne semble pas
impliquée dans le processus d'agglutination des tubes germinatifs,

sur 1a blastospore, ol elle est trés développée, elle apparait séparée
de la paroi par un liseré clair dont 1'emplacement correspond & celui
du "cell wall coat". (fléches blanches).

Un tel 1iseré clair est également observable en certains points de

la périphérie des tubes germinatifs (fléches noires) x 45000.

. Formes de blastése obtenues aprés 2h30 mn d'incubation de blasto-
spores & 37°C en milieu 199. Microscopie optique. Réaction d'immu-
nofluorescence indirecte, antisérum spécifique de C. aflbicans
sérotype A.

FIGURE 50 :

Formes de blastése de la souche VW,, (sérotype A); antisérum diluté
au 1/10°. Microscopie photonique, %Bnd noir, source lumineuse Ul
incidente. Les blastospores font 1'objet d'un marquage intense de
leurs parois, le marquage de celles des tubes germinatifs est plus
discret. x600. '

FIGURES 51 a et b :

Formes de blastése de la souche 3156 (sérotype B), antisérum dilue

au 1/5°. Ces micrographies concernent les mémes cellules observées

en microscopie photonique, d'une part en fond clair, lumiére visible
transmise (a), d'autre part en fond noir, lumiére UV incidente (b).

Lq fluorescence objectivant la fixation des anticorps de type IgG speci-
fiques des antigénes du sérotype A est localisée uniquement au tube
germinatif. (L'utilisation d'un sérum de lapin infecté par une souche

de sérotype B et adsorbé par les cellules homologues obtenues sur
milieu de Sabouraud aboutit aux mémes résultats). x 1500
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