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ET L’IDENTIFICATION DES DIATOMEES

Intérét d’une extraction tissulaire par digestion enzymatique
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De tout temps, les médecins légistes ont cher-

B. LUDES', M. COSTE’ et . MANGIN'

!Institut de Médecine Légale, 11 rue Humann, 67085 Strasbourg, France
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RESUME - Les auteurs exposent 1'intérét de la recherche et de I'identification
des Diatomées dans le diagnostic de noyade qui est 1'un des plus difficiles en
médecine légale. Cette recherche est controversée depuis sa description car ces
algues ont également été retrouvées par certains auteurs chez des sujets témoins.
En effet, la pression hydrostatique exercée sur un corps immergé entraine une
résorption passive des Diatomées dans les tissus des organes et surtout dans le
tissu pulmonaire qui est le plus exposé car en relation directe avec le milieu de
submersion par 1’intermédiaire des voies aériennes supérieures. Actuellement, mal-
gré ces réserves et grice aux différentes techniques utilisées pour 1’extraction des
Diatomées a partir des tissus pulmonaire, rénal, cérébral et hépatique par digestion
acide ou digestion enzymatique, nous accordons une crédibilité certaine a cette
recherche dans les cas ol la composition microfloristique de 1’eau et celle des
tissus correspondent. La mise en évidence de Diatomées en nombre suffisant dans
les autres organes que le poumon peut étre indicatrice de noyade. La recherche
de Diatomées est une étape importante pour poser le diagnostic de submersion
vitale, particulierement dans le cas de corps putréfiés découverts immergés. Cette
technique impose une connaissance approfondie de cette flore qui compte des mil-
liers d’espéces et nécessite une méthodologie premse ot I'éviction des sources de
contamination est primordiale.

ABSTRACT — The reliability and applicability of quantitative and qualitative di-
atom analysis in the diagnosis of putrified bodies has been evaluated in 30 im-
mersion cases using light microscopy. This study included control organ samples
from the bodies of 5 persons who died from causes other than drowning. Organ
samples were treated by enzymatic method using proteinase K. Diatoms were pre-
sent in most organ samples of the immersed corpses; no diatoms could be found
in the control samples. Our experience was that the enzymatic method seemed to
be convenient in terms of rapidity, safety and environmental protection. Qualitative
and quantitative analysis of both water and organ samples of immersion cases
supported the diagnosis of death by drowning in 30% of the cases studied. The
authors suggest that diatom analysis using enzymatic digestion of organs can be
used as a criterion for positive diagnosis of drowning.

La recherche des Diatomées et leur identifica-

ché des signes ou des tests biologiques qui per-
mettent de poser le diagnostic de submersion
vitale. Mais s’il existe, sur un corps frais, des
signes cliniques en faveur d’une inhalation d’eau
tel que le champignon de mousse au niveau des
voies aériennes, en cas de putréfaction, ce
diagnostic est impossible.

tion au niveau des tissus de la victime est propo-
sée par de nombreux auteurs dont Peabody et
Burgess (1980) et Auer et Mottonen (1988)
comme témoins d’une inhalation d’eau, mais d’au-
tres (Gylseth B. et Mowé (1979) ont contesté la
valeur de ce test dans la mesure ot de telles algues
ont pu étre retrouvées dans les organes notamment
dans le poumon de sujets non décédés de noyade.
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Selon Peabody et Burgess (1980) et Timper-
mann (1972), la mise en évidence de Diatomées
dans les tissus pulmonaire, hépatique, rénal et cé-
rébral et notamment dans la moelle osseuse est
en faveur d’une noyade quand cette analyse est
réalisée par du personnel expérimenté et selon des
critéres rigoureux.

Ainsi, la recherche de Diatomées est acceptée
comme preuve de noyade dans de nombreux pays
dont la Finlande.

Dans ce travail nous présentons une étude réa-
lisée sur 35 corps dont 30 victimes de noyade et
5 corps pris comme témoins négatifs.

Alors que les auteurs précédemment cités réa-
lisent ’extraction des Diatomées a partir des tis-
sus humains par une digestion acide, nous
proposons une digestion enzymatique a I’aide de
la protéinase K.

MATERIEL ET METHODES

* les victimes :
Les victimes ont toutes été repéchées dans les cours
d’eau de la région Strasbourgeoise du ler janvier 1993
au 20 décembre 1993. Le délai post-mortem des corps
varie de 1 a 60 jours.

* prélevements d’eau :
2 échantillons d’eau de 100 ml chacun ont été prélevés
sur le site de découverte du corps. L'un des préleve-
ments réalisé est en surface, ’autre en profondeur et
contient des graviers du lit du cours d’eau. Sur ce der-
nier prélevement les Diatomées sont recueillies aussi
bien dans le liquide en suspension que par grattage des
graviers. Les échantillons sont ensuite centrifugés pen-
dant 15 minutes a2 2500 tpm et les Diatomées sont pu-
rifiées par une incubation dans une solution d’eau
oxygénée (130 vol pour cent) 4 80°C pendant 12 heures.
Aprés une centrifugation de 15 minutes a 2500 tpm,
cette étape est renouvelée a 2 reprises. Aprés une cen-
trifugation finale de 3000 tpm pendant 15 minutes, le
culot est séché a 1’air sur une lame porte objet qui est
ensuite fixée a 1’aide de Naphrax ® pour 1’examen au
microscope optique a I’aide d’un objectif 2 immersion.

* digestion enzymatique des tissus :

Lors de 1’autopsie médico-légale, des prélevements de
10 g de tissu pulmonaire, hépatique, rénal et cérébral
sont effectués en prenant soin d’éviter toute contami-
nation par 1’eau de rincage de la table d’autopsie, par
les instruments utilisés et par la verrerie dans laquelle
les tissus sont incubés. La décontamination de la ver-
rerie est réalisée par une incubation pendant 12 heures
dans la soude molaire.

Les échantillons sont incubés aprés dilacération dans
100 ml de tampon (0,01 M Tris — HCIl, pH 7,5, SDS
2 %) et 500 pl de protéinase K (10 mg/ml), a 50°C pen-
dant 12 heures. Aprés 8 heures d’incubation, 500 pl de
protéinase K sont rajoutés au milieu de la réaction apres
la dissolution des tissus et une centrifugation finale de
culot est examiné aprés étalement sur une lame porte-
objet puis fixation a 1’aide de Naphrax ® pour 1’examen
au microscope optique.

RESULTATS

Dans tous les cas examinés, aucun contact di-
rect avec 1’eau d’immersion et les tissus n’a été
observé.

Dans les échantillons d’eau, la détermination
des espéces dominantes se fait aprés comptage de
200 Diatomées. Toutes les eaux prélevées en pro-
fondeur contiennent des Diatomées en nombre
suffisant pour 1’analyse comparative. Dans 5 pré-
levements d’eau superficielle sur 30, moins de 5
Diatomées par 100 pul de culot ont été dénom-
brées.

Dans les tissus humains, la présence de Diato-
mées est considérée par Auer et Mottonen (1988)
comme positive si plus de 20 Diatomées sont re-
trouvées a I’examen d’une lame porte-objet effec-
tuée a partir du tissu pulmonaire. Pour notre part,
nous avons fixé cette limite 2 20 Diatomées par
100 pl de culot obtenu a partir de 10 g de tissu
pulmonaire. A partir des autres organes nous
considérons cette analyse concluante quand 5 Dia-
tomées par 100 pl de culot obtenu a partir de 10 g
de tissu, sont dénombrées sur des lames. En deca
de ces chiffres, la présence de Diatomées releve
d’une contamination.

Sur les 30 corps retirés de ’eau, la recherche
de Diatomées est uniquement positive sur le tissu
pulmonaire dans 18 cas, avec plus de 60 Diato-
mées par 10 g de tissu pulmonaire, dans 9 cas,
les résultats sont positifs dans les prélévements
pulmonaires et dans les autres tissus analysés (cer-
veau, foie, rein) (Tabl. I). Dans 3 cas, aucune Dia-
tomée n’a été retrouvée dans les organes de la
victime alors qu’elles sont présentes dans les pré-
levements d’eau.

Tabl. I. — Résultats de 1’analyse des tissus des victimes.

Cas Eau Poumons Cerveau Reins Foie
18 + + - - -
3 + + - + -
1 + + + - -
5 + + - - +
3 + - - - -

Le nombre maximum de Diatomées retrouvées
dans le tissu pulmonaire est de 80 par 10 g de
tissu relevant de 5 a 10 genres différents suivant
la richesse de la microflore aquatique. Dans les
autres tissus, le nombre maximum est de 15 par
10 g de tissu relevant de 3 genres différents.

Aucune Diatomée n’a été découverte dans les
tissus des 5 cas témoins.
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Les genres les plus fréquemment retrouvés dans
I’analyse des tissus sont Navicula, Frustulia, Cy-
clotella, Nitzschia, Melosira, Fragilaria, Gompho-
nema, Synedra, Cymbella et Tabellaria.

Dans les eaux étudiées, les genres Navicula,
Frustulia, Cyclotella, Nitzschia, Melosira et Cy-
clotella ont été individualisés.

D’aprés notre expérience, les Diatomées dont
les tailles varient entre 5 wm et 50 um ont été
retrouvées dans le tissu pulmonaire et ont donc
réussi a pénétrer au travers de la barriére alvéo-
lo-capillaire.

DISCUSSION

Il est essentiel de tenir compte lors de I’inter-
prétation des résultats de la recherche des Diato-
mées des possibilités de contamination donc de
la présence de Diatomées dans les tissus pulmo-
naires de personnes non noyées. Pour Polson et
coll. (1985), le nombre maximum de Diatomées
découvertes chez une personne noyée est de 20
Diatomées/100 g de tissu pulmonaire et de 13 Dia-
tomées pour 100 g de foie. Pachar et Cameron
(1992) ont découvert de 5 a 25 Diatomées pour
100 g de tissu pulmonaire et 10 Diatomées pour
les autres organes.

Dans notre étude, aucune Diatomée n’a été re-
trouvée dans les échantillons tissulaires. Pour évi-
ter la contamination des tissus par des Diatomées
présentes sur la vaisselle, cette derniére doit étre
décontaminée dans une solution molaire de soude.
Les différentes solutions et les réactifs employés
doivent étre filtrés avant leur emploi. Le préleve-
ment d’eau notamment en profondeur permet de
dénombrer un nombre d’algues suffisant pour dé-
terminer les espéces dominantes notamment en
grattant les pierres prélevées dans le lit des cours
d’eau. Nous conseillons le prélévement en profon-
deur plutdt que celui des eaux de surface qui sont
fréquemment pauvres en Diatomées (4).

Le diagnostic d’inhalation ne peut étre pronon-
cée que si l’analyse de la microflore donne le
méme résultat aussi bien dans les tissus des vic-
times que dans les échantillons d’eau.

Les analyses sont positives et concordantes
dans I’eau et uniquement dans le tissu pulmonaire
dans 60% des cas étudiés. Ce résultat est supé-
rieur & celui de la série de 107 cas décrit par Auer
et Mottonen (1) qui est de 30,8 %. Timpermann
(1972) suggere que la découverte de Diatomées
en nombre suffisant dans le poumon uniquement
peut étre en faveur d’une courte période d’agonie.
L’inhalation d’eau peut étre fortement suspectée
mais non affirmée sur un résultat positif dans le
tissu pulmonaire dans la mesure ou les algues
pourraient pénétrer passivement dans les alvéoles

pulmonaires par I’action de la pression hydrosta-
tique si le corps est immergé a grande profondeur
(supérieur a 3-4 m). Cette pénétration est facilitée
par la putréfaction des tissus. Toutefois dans notre
série limitée, le diagnostic d’inhalation est positif
dans 30 % des cas. Ce résultat est supérieur a celui
de 20 % rapporté par Neidhard et Greedyke (1967)
et inférieur aux 57,9 % donné par Auer et Motto-
nen (1988). La méthode de digestion par la pro-
téinase K semble étre la plus aisée et la plus
rapide et permet d’éviter ’emploi d’acides forts
(Kobayashi er al., 1993; Ludes et al., 1994).

CONCLUSION

La recherche qualitative et quantitative des Dia-
tomées dans les tissus d’une victime et dans 1’eau
d’immersion peut constituer un argument en fa-
veur d’une inhalation. Toutefois la noyade peut
étre suspectée quand un nombre suffisant de Dia-
tomées de méme espeéce est découvert aussi bien
dans les tissus que dans 1’eau d’immersion. Dans
ces cas, les algues ont pénétré dans la circulation
sanguine et dans les organes a partir des poumons.

Une analyse négative n’exclut pas une noyade
dans la mesure ol I’eau d’immersion est parfois
trés pauvre en Diatomée et ou le décés d’une per-
sonne retrouvée dans 1’eau peut également résulter
d’autres mécanismes qu’une inspiration massive
d’eau. Pour nous, la digestion enzymatique des
tissus par la protéinase K est la méthode de choix.

Méme si l'interprétation des résultats est déli-
cate, la recherche des Diatomées dans les tissus
d’une victime et dans 1’eau d’immersion doit étre
réalisée de facon systématique. Le diagnostic de
noyade est porté en fonction de ’ensemble des
données cliniques et biologiques recueillies lors
de 1’autopsie et de tous les examens complémen-
taires réalisés (examens histologiques et toxicolo-
giques).
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