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Recherches sur les facteurs nécessaires
a la culture « in vitro »
de Trypanosoma evansi *

par J. BALIS

Les premiéres cultures de trypanosomes patha-
génes de mammiféres en particulier de T. brucei,
ont été réalistes en 1903 par NOVY et MAC
NEAL.

Le miliev employé appelé N N était constitué
de gélose nutritive peptonée a 1 ou 3%, & la-
guelle on incorporait du sang défibriné & raison
de 1 & 2 fois son volume.

Les flagellés se développaient dans le liguide
de condensation.

Ce miliev fut simplifié par NICOLLE en 1908,
qui en supprimait la peptone et incorporait d la
gélose un tiers ou un quart de son volume de
sang défibriné de lapin (miliey M N N3,

Par la suite, d'autres types de milieux furent
mis au point par différents auteurs, gui insis-
térent sur les roles trés importants du glucose et
du sang. Cions les milieux de PONSELLE (1924),
BRUTSAERT et HENRARD (1936), PACKA-
MNIAN {1959) et WEINMAN (1960},

Malheureusement, il semble qu'avcun ne
permette une culture parfaite et abondante des
trypanosomes pathogénes.

Les flagellés obtenus présentent les mé&mes
caractéres gue ceux trouvés dans le tube digestif
de la glossine.

D'une fugon générale, ies auteurs sont d'accord
pour affirmer que les trypanosomes de culture
des groupes brucei et congolense, ne sont pas
pathogénes, Cependant BRUTSAERT ef HEN-
RARD (1936), déclarent avoir pu infecter 2
chévres avec un T, congofense en cufture depuis
156 jours ; WEINMAN (1960) aurait pu rendre

(*) Nous avons écarté de notre exposé les méthodes de
culture sur milieux vivants {cultures de tissus ou ceufs em-
bryannés).
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virulente une souche de T. rhodesiense par addi-
tion de tréhalose au milieu, Mais plusteurs au-
feurs (FULTON 1360, LEHMAN 1961) n'ont
jamais puv reproduire ceffe expérience. BOW-
MAN, VON BRAND ef TOBIE (1960) ent méme
montré que T. rhodesience éfait incapable d'uti-
liser le tréhalose.

Tous les trypanosomes pathogénes ne culti-
vent pas avec ia méme facitité. Ceux du groupe
brucei sont les moins exigeants, & condition
toutefois d'effectuer detemps en temps un passage
par la glossine, car une souche entretenue irop
longtemps sur Fanimal perd foute faculté de
crofire, & la fois in vifro ef chez 'insecte.

La culture de T, congolense est plus difficile
mais a cependant été réalisée par plusieurs
auteurs (REICHENOW 1934, 1936, 1937, BRUT-
SAERT et HENRARD 1936, TORBIE 1958, VON
BRAND et TOBIE 1959, FULTON 1960, LEH-
MAN 1961).

Enfin, T. evansi, T. vivax et T. equiperdum ne se
développent pas sur milieux inertes ef on observe
tout au plus une survie de 2 d 3 jours.

Il est surtout intéressant de pouvoir cultiver
les trypanosomes sous leur forme pathogéne ;
d'aprés LWOFF (1940), ce caractére va presque
toujours de pair avec une diminution du pouvoir
de synthése. C'est également ce qu’a constaté
KRIGISMAN (1936) & propos. de 7. evansh.
Ce dernier ne posséde, en effet, ni pepsine,
ni trypsine, ni lipase et ne peut former des
réserves de glycogéne par manque de carbohy-
drases. Il est un gros consommateur de glucose
dont il tire une grande parfie de |"énergie
nécessaire a ses synthéses. Nous pouvons poser
comme hypothése qu'un miliev de culture per-
mettant & un tel flagellé de se multiplier, sera
également capable .de conserver le pouvair
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pathogéne d'autres trypanosomes moins exi-
geanis et I'objet du présent travail est d'essayer
de déterminer dans leurs grandes lignes, fes
groupes de facteurs nécessaires d la culture de
T. evanse.

MATERIEL ET METHODES

Notre souche de T. evanst a été obtenue en
décembre 1960, & partir d'un dne de Fort-Lamy.
Elie a &té conservée par passages sur rafs et
cobayes.

Le principe de la méthode consiste 4 ense-
mencer le miliey & essayer avec du sang de rat
fortement parasité ; dans les heures ou les jours
qui suivent on compte le nombre de trypanoso-
mes vivanis par champ microscopique. Cette
évaluation est évidemment assez grossiére mais
s'avére iout & fail suffisante et a le grand avan-
tage de permettre un travail rapide. Dans cer-
tains cas elle a &té complétée par une numération
4 I'hématimetre.

Dans une premiére série de travaux, la survie
ne dépassant pas 24 heures, nous avons pu
travailler sans précavtions spéciales de stérilité
grace & l'emploi de pénicilline & raison de
2.000 Ui par ¢m® de miliev.

Par la suite la survie éfant plus longue, nous
avons été dans V'obligation de travailter stéri-
lement.

LLe milieu de base employé dans fa premiére
série de travaux a été |e sang défibriné de cheval
a raison de 2 ml par fube,

Dans un tel milieu T. evansi a en général
disparu complétement au bout de 12 heures.

Par conséquent, toute substance additionnelle,
permettant une survie netterent supérieure au
témoin, pourra &ire considérée comme inté-
ressante.

On ne tient compte dans chaque expérimenic-
tion que des résultats trés nets. A titre d’exemple
nous donnons un protocole sommaire dans lequel
ont été expérimentés a la fois, le glucose, Ia
glycérine et la vitamine C.

Chaque ensemble représente le contenu d'un
tube 4 essais.

tube ne 1.

—2 ml de sang de cheval + 5 goutes de
sang de raf parasité =5 + s ;

fube no 2.
S 4 s 4 Vit. C (1 mg) ;
tube no 3,

S 4+ s 4 Vit. C 4 2 gouttes de glucase en
salution a 25 p. 100 ;

tube no 4,
S + s + Vit. C 4+ 2 gouttes d'une dilution
4 25 p. 100 de glycérine ;
tube no 5,
S + 5 4 glycérine ;
tube no 6,
S5 4+ 5 + glucose.

Naous avons obtenu les résultats suivants

Tableau n° 1

Nombre de trypanesames vivants par champ

tube n° [apras 1 h|aprés 2 h|aprés Sh|cprés Bh u1p3r'ﬁs

1 50 48 24 0,6 0
2 55 49 3.8 1.2 0
3 60 50 32 43 11,6
4 40 39 56 1.6 42
5 40 3% 10,4 6 3,8
& 70 60 H 53 2.2

Nous voyons en premier lieu par comparaison
des tubes 1 et 6 que le glucose est favorable a la
survie des trypanosomes.

On peut encore déduire (fubes 1 et 5) que la
glycérine peut &re métabolisée par T. evansi
mais & un moindre degré que le glucose.

Enfin pour la vitamine C, les résultats ne sont
pas significatifs. 1! serait fastidieux pour la svite
de nofre exposé de défailler I'exécution des
25 protacoles qui se recoupent partiellement et
portent sur 420 essais.

RESULTATS OBTENUS
EN MILIEUX NON STERILES

LLe milieu de base est constitué par du sang
défibriné de cheval.

1} Glucese c'est vraiment la principale
source énergéiique. Le sang circulant en contient
environ 0,90 gr par |.mais invitro la glycolyse est
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frés rapide et en I'espace de quelgues heures il
n'en persiste que des traces.

Une addition de glucese au sang permet une
survie 3 a 4 fois plus longue ; la foxicité du glu-
cose est pratiquemnent nulle puisqu’il faut attein-
dre des doses de 160 g par | pour supprimer toute
survie.

La quantité optimum est comprise entre 10
et20 g parl.

2) Glycérine : L'expérience montre que la
glycérine peut étre utilisée par T, evansi mais
d'une fagon moins importante que le glucose,

3) Vitamine C et B 12 : Nous n'avons pu mettre
en évidence leur action. On ne décgle aucune
différence notable quand on gjoute av milieu
des doses entre 12 et 200 mq de vitamine C par I,

Le sang en contient normalement 10 & 15 mg
par | Si T. evansi utilise la vitamine C, il n'est
donc pas un gros cansommateur et dans ce cas
la quantité contenue dans le sang est tout a fait
suffisante.

Des doses de vitamine B 12 variant entre 1 et
20 gammas par ml n'ont eu aucune influence.

4) Appori azofé : |} est évident, mais dans les
conditions de nos expériences le métabolisme
des substances azotées est beaucoup moins
important que celui du glucose.

Nous avons essayé la peptone Difco, I'autodi-
gestat de pancréas, mais les meilleurs résuitats
nous ont été fournis par un autodigestat de
poisson connu sous le nom de « Nuoc mam .
On est limité par sa firés forte concentration
en chlorure de sodium et on ne peut dépasser
20 ml de produit brut par | de milieu. Qutre le sel
marin, le «MNuoc mam» contient des acides
aminés (BLASS ef RICHARD, 1952).

5) Calcium : introduit sous forme de chlorure
il semble avoir une influence favorable & condi-
tion de ne pas dépasser 0,50 g par |

Nous avons essayé d'introduire le calcium
sous forme de gluconate mais T. evansi s'est
révélé absolument incapable de métaboliser un
tel produit.

6) influence du pH : il a une trés grande impor-
ténce, l'optimum se trouve aux environs de
pH 7.5.

7) Oxygénation : Classiquement T. evansi est
un arganisme aérobie qui assimilerait 'oxygéne
grace & I'hémoglobine dont la nécessité absolue

pour de nombreux flagellés a é#é mise en évi-
dence par LWOFF (1940).

l.'expérience nous a montré qu'il est beaucoup
plus intéressant d’introdvire I"hémaglobine sous
forme de sang hémolysé que sous forme de sang
ayant ses hématies intactes, Le dixié¢me en volu-
me du milieu est suffisant. Dans un miliev prati-
guement dépourvu de sang la survie n'est gque
de 2 ou 3 heures, ,

Une aération constante du milieu n'est pas
nécessaire. Les résultats ont été en effet identiques
sur les tubes laissés au repos, agités périodique-
ment, ou dans fesquels on faisait barboter de I'air
en permanence.

B) Pression osmotique : elle doil autant gque
possible se rapprocher de celle du sang, c'est-a-
dire 6,7 atmosphéres,

Nous avons pu constater, en utilisant des
solutions de glucose de concentrationscroissantes,
que la survie est stable entre 6 et 10 atmasphéres,
gu'elte est faible a partir de 18, et qu'elle est
supprimée & partir de 29 atmosphéres. Par contre
une forte hypotonie est rapidement mortelle,
Veau distillée est méme un excellent stérilisant.

Ces différentes recherches nous ont amené &
formuler le milieu de survie suivant :

Sangdecheval ................ ..., 20 ml
Liquoide Roche (solution a 1 p. 100) 2 ml
Eau distillée ..............cooint., 180 ml
Hémolyse a4 la fempérature du laboratoire
pendant 1 heure,

Nuoc mam erdinaire z................. 4 ml
Phosphate bipotassiques................ 2y
Glucase ... . 44
Chlorure de calcium a1 p. 100 :........ 2 ml

Ajuster si nécessaire 4 pH 7,5 avec une solu-
tion de phosphate monopotassique a 10 p. 100.

Filtration plusieurs fois sur papier,

Filtration sur Seitz et répartition,

RESULTATS OBTENUS
EN MILIEUX STERILES

Le milleu précédemment mis au point a été
essayé sous forme liquide et sous forme dipha-
sique avec ou sans sérum,

Le tableau no 2 résume cefte expérimentation,
5 séries de 5 tubes ont été utilisées. Au départ de
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I"expérience, le milieu liquide a &1é ensemencé en
bloc puis réparti dans les fubes & essais des

5 séries. A |'examen direct on pouvait dénom- |

brer 80 trypanosomes par champ.

Tableau n» 2

Série Nombre de
po | Phose liquide Phase solide | trypanoscmes
par champ
Aprés | Apré
24 h |48 hs
1 |milieu liquide  |gélose physiolo-| g 2
gique @29,
2 |milieu liquide 981952 4% 199 1 qp
miliev liquide
milieu liquide 4| _, .
3| 509 sérum de|96lose A 405 1 53 | g
cheval milieu liquide
4 |milieu liquide 16 5
miliev liquide 4
> sérum de cheval » 20

Mous pouvons firer les conclusions suivantes :

1) Les milieux diphasiques sont neffement
supérieurs aux milieux liquides (comparaison
entre la 2@ et 4€ série). ‘

2} Le sérum de cheval apporte un facteur de
croissance (comparaison enfre les 2¢ et 3¢ séries
d'une parf, 4¢ ef 5¢ séries d'autre part),

3) Le facteur de croissance contenu dans le
sérom diffuse en assez grande quantité dans la
gélose en |'espace de 48 heures el se frouve donc
perdu pour les trypanosames alors qu'en milieu
liquide aucune difffusion n’est possible (compa-
raison des 3¢ et 5e série). Cette diffusibilité appa-
raft également par comparaison des séries 1 et
2 ; en effet, dans la série 1 le facteur de crojs-
sance, présent en faible quantité dans le milieu
liguide, diffuse dans la gélose physiolagique ef se
trouve donc en grande partie perdu pour les
trypanosomes.

D'aprés KLIGER, GEIGER et COMAROFF
(1930), au cours du métabolisme du glucose, les
trypanosomes libérent surtout de 'acide lactique
& un taux qu'ils ne peuvent supporter. Il est donc

nécessaire de neutraliser cef acide en ajoufant
un carbonate ou un tampon,

Nous avons expérimenté successivement le
carbonate de calcium et un fampen consfifuée
par un mélange de phosphates mono et dipotassi-
que en proportions convenables de fagon &
obtenir pH 7,5,

Le carbonate de calcium, &tant insoluble ne
peut par lui-méme faire monter le pH. Il améliore
quelque peu la survie mais les meillevrs résultats
sont obtenus avec le fampon phosphaté.

En dehors de I'effet tampon, les phosphates
minéraux semblent participer par leur phos-
phore qu métabalisme des glucides.

[l était intéressant de rechercher si le facieur
sérique est thermolabile. Neous avens donc
réalisé |'expérience suivante, résumée dans le
tableau no 3 1 3 séries de 3 tubes ont été ufilisées
ef comme précédemment, le milieu a été ense-
mencé en bloc puis réparti dans les 3 séries.
Pour plus de précision la numérafion des trypa-
nosomes a éré faite 4 I'hématimetre. Au départ
de {'expérience nous avions 106.000 flagellés
au mm?,

Tableau no 3

MNombre de

irypanosomes

8

Série| Phase liquide | Phase solide | POT MM

Ne Aprés| Aprés

24h |48 h

1 |miliev hquide 2,800 350
. . d

2 |miliew liguide  195/05€ SEMUM <€) g 700} 2,000
'gélose sérum de

3 Imilieu liguide | cheval chauffée|10.400 2.800

a 800 :

Les résultats aprés 24 ef 48 heures font res-
sortir la supériorité manifeste du milieu dipha-
sique au sérum sur le miliev liquide. De ‘plus,
on ne constate pas de grandes différences entre
le sérum chauffé ei non chauffé. Le facteursérique
est danc thermostable ef il semble m&me que le
chauffage a 800 qui coagule les protéines, ame-
liore les résultats. ca

Le meilleur milieu empirique de survie pour-
rait donc &tre consfitué comme suit :

1584
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— Phase liquide : milieu liquide précédem- D'avtre part, les milieux diphasiques on
ment décrit. toujours une nefte supériorité sur les milieux
— Phase solide : gélose sérum de cheval | liquides, parce qu'ils permetftent un renouvelie-
coagulé, ment presque continu de ce facteur dans la
phase liquide et une difution des déchets dans la

i i ' : ’ 3 .
‘ esf vralsgrnb'lablle que le serum d’autre phase solide. ,
espeéces conviendrait et parficuliérement e

. . C o i . L'hémeglobine et l'azote organique sont
Sﬁfggi% lapin qui dés 1908 éfait employe par nécessaires,mais lessurvies les plus remarquables

sont obtenues quand on ajoute du glucose et des

phaosphates.

COMCLUSION '¢tude du métabolisme des hydrates de

carbone chez les trypunosomes pathogenes doit
Les résuliats obtenus dans ce travaif serviront | logiquement conduire & des résuliais trés inté-

de base a des recherches ultérieures. Nous avens | ressants.

vu qu'il existait au moins un facteur de crois- Laberatoire national de recherches

sance dans le sérum. || est thermostable et diffuse Vétérinaires de Farcha- (Rép. du Tchad)

assez rapidement dans la gélose, Service d'enfomologre
SUMMARY

Research on the factors necessary for the culture « in vitro » of Trypanosoma evansi

The study of the survival of T. evansi in conjunction with different subsirates indicates the neces:

sity for haemoglobin, nitrogen and glucese. An unindentified, thermostable serum factor is thought
ta play an impottant part. ‘

RESUMEN

Investigaciones respecio a los factores necesarios para el cultivo« In vitro » de
Trypanosoma evansi

El estudio de la supervivencia de T. evonsi en relacidn con distintos subsirates, hace resaltar la
necesidad de la hernoglobina, de una aporfacién nitrogenada y de glucosa. Un factor sérico, no
identificado y fermoestable, desempefia en este caso un papei de impertancia primordial.
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