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ARTICLES ORIGINAUX

Culture de Trypanosoma congolense
Broden 1904 en milieu diphasique
en vue de la préparation d’un antigene

par J.-P. BERSON

RESUME

Dans le but de cultiver Trypanosoma congolense, H'auteur propose un milieu
de culture diphasique, composé d'une gélose nutritive au sang total de lapin
comme base, et d’une solution de chlarure de sodium comme phase liguide.
Les perasites sont ensuile récoltés. On préléve d'abord le surnageant, puis
la surface de la base est lavée avec une solution de Hank modifige. Le liquide
de lavage est‘mélangé au surnageant. Aprés concentration et purification la
suspension de Trypanosomes est uhlisée comme antigéne pour des études

immunologigues.

Les nombreux fravaux et essais relatifs a la
culture des Trvpanosomidae ainsi que les diffi-
cultés rencontrées dans ce domaine sent connus
de tous. Un récent travail (JADIN et WERY,
1963) a suffisamment précisé la queslion pour
qu'il ne soit pas nécessaire d'y revenir,

En ce qui concerne plus particuliérement
I'espéce congolense il convient de signaler les
observations de TOBIE (1958) et de LEHMANN
(1961).

Laculture de scuche de Trypanosomes est effec-
tuée dans deux buts distincts :

10 Pour porter un diagnostic
alors une simple hémoculture,

: on prafique

20 Pour faire des études immunologiques ;
il faut alors pouvoir produire un volume de
culture relativement important ce qui nécessite
de nombreux repiquages.

REVUE D’ELEVAGE

Cetfie premiére note esi destinge a exposer
une méthode ayant permis d'obtenir une sus-
pension de parasites suffisanfe pour pouvoir
servir d’antigéne.

Soulignons que, les corps frypanosomiens de
['espéce congolense utilisés pour des éfudes immu-
nologiques ont foujours Jusqu'd maintenant
été isclés du sang d’'animaux parasifes ef jamais
de cultures. ' ‘

MNaus pensons donc gue cette maniére de
preduire un anhgéne a partir de culture sans
&tre tout a fait originole, présente cependant
un réel avantage sur la production de corps try-

-

| panosomiens & partir d'un sang parasité.

Dans I'expasé qui suit 1l n'est pour 'instant
question, que de cultures en tubes. Les modifi-
cations apportées 4 la technigque pour obfenir
des volumes de culture beaucoup plus impor-
tants feront |'objet d’une note ulireure,
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. — Matériel et méthodes
1o Souche.

La souche de Trypanosomo congolense mise en
culture a été isolée d'un beeuf trypancsomé de
la station de Bewiti (*).

Elle a éré¢ immédiatement passée sur cobayes,
rafs et souris. Les hémocultures sont faites &
purtir de sung de rafens et de souris parasités,
prelevé par ponction cardiaque.

20 Milieu.

l.e miliev diphasique utilisé dans cefte expé-
rimenfatien est composé d'une base solide et
d'une phase liguide. Le rapport de volume des
deux composants est 10/2 ou 10/3,

La composition de la base est la suivante

Gélose nuiritive Biolyon . ........ 11,59
Chletrure de Sodium ............ 254
Sang total de lapin ............. 50 ml
Bicarbonate de Sodium g. s. p. Ph. 72

Eau distillée ... 500 ml

La composition de la phase liquide est :

Chlerure de Sodium ............ 4,59
Tréhalose ou Glpcose . .......... 25a5¢g
Bicarbonate de Sedium q.s. p. Ph. 7.2

Eau aistillée ... ... .. .. o0 500 ml
Pénicilline ....... .o ool 5 millions U.
Dihydrostreptomycine ........... 7549

{*) Cenire d'expérimentation sur les Trypancsomiases
animales situé & 60 km @ |"ouest de Bouar.

Le milieu est réparti en fubes de 16 x 160,

Dans un premier temps tous les é&léments
consfitutifs de la base sont mélangés et dissous
dans I'equ chaude sauf le sana. On stérilise les
tubes 30 minutes a 1100 C. Les tubes stérilises
sont ramenés & une température voisine de
45 & 500 C. On y cjoute alors le sang total de
lapin, stérile. Les tubes sont inclings et laissés &
la fempérature du laboratoire pendant 4 heures.
lls sont ensuite placés @ + 4° C ol la coagulation
se termine. Le lendemain on ajoute la phase
liguide.

Ainsi stérilement préparés, les milieux peuvent
semble-i-il se garder plus de frois mois.

32 Inocuium d’hémoculture.

Son volume est fixé d 4 ou & gouttes de sang
de raton ou de souris par tube.
4% Inoculum de repiquage.

Son volume est fonction de la richesse de la
culture servant de point de départ. On utilise
généralement B & 15 gouties de pipette Pasteur
pour obtenir un bon démarrage des cultures
de repiquage.

50 Conditions de culture,

lLes tubes inoculés sont inclinés et placés a
I'obscurité. Température ambiante : 25 & 3¢ C.
6° Moment des repiquages.

Suivant la rapidité de croissance de la culture
on peut situer les repiquages enfre le 5¢ ef le
8¢ jour suivant {'inaculation (Tableau ).

TABLEAU Kol

Croissance des cultures & 25 + 3° C

J JH J+2 J+3 J+4 J+h J+6 J+7 J+8 J+g § J+10 T+
Hémoculture 1 5 10 40 150 200 400 200 200 150 100 100
Repiquage 7 15 20 S0 135 144 250 200 120
Repiquage 10 12 28 T S0
depilquage 3 3 27 29 250
HRepiquage 200 500
Repinuage 35 150 400
Repiquage 800
Repiyuage 400 400 1000

Hemargue :

Cha.ue nombre correspond au total de trypanozomea

2

observés pour 10 champs microscopiques
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7°¢ Stabilisation des cultures par le froid.

Pour un lot de tubes inoculés en méme temps
oh n'a pas foujours une courbe de croissance
identique. A défaui de stimuler des cultures
retardataires on stabilise les cultures trés riches
par un séjour & + 40 C (Tableau Il}. En effet,
4 cefte termpérature, la croissance est stabilisée
et la phase de multiplication en plateau, peutdurer

8 & 10 jours, au lieu des 24 & 48 heures habituelies.
Ce systéme permet d'avoir toujours un lot de
tubes d'inoculation ancienne disponible et de
récolter I'antigéne de plusieurs lots en méme
temps. ‘

Les repiquages a partir de tubes ayant séjourné
av froid se font dans des conditions idenfiques
& celles rencontrées lorsque [a croissance se fait
classiqguement 4 la température du laborataire.

THBLEAU NoIT

Action du froid sur lea cultures

J{ 1| J+2 | I3 T+ J+5 I8 a7 | 148 I T+10 T+ J+12
g 56 135 4 55 150
9 25 40 153 270

& 120 400 300 ao | 350 350

Conditions normales

Sgjour a +4° 0

Il. — Résultats

1o Evolution de la croissance.

Le cycle d'une culture de trypanosomes pour
un tube déterminé s'effectue en 1 a 3 semaines.
L'optimum élant généralement atleint vers le
5e ou [e 62 jour suivant 'inoculation. A la tem-
pérature ambiante cet aptimum peut se mainte-
nir pendant 24 & 72 hevres, c'est la phase de
multiplication en plateau ; nous avans signalé
que cette phase s'allongeait si les tubes étaient
placés & 4 4 C,

20 Nombre de parasites.

Le nombre de parasites est variable suivant
les lots de tubes considérés, ainsi que parmi les
tubes d'un méme lot. les observations faites
avec un objectif x 20 et un oculaire x 10
montrent 25 a 50 et quelquefois 100 trypanc-
somes par champ microscopique.

Les numérations faites a la cellvle de Malassez,
assez délicates d'ailleurs donnent un nombre
de 5 & 10 millions de parasites par centimétre
cube.

3° Evolution de la morphologie.

Aussitdt aprés I'inoculation de départ (hémo-
culture) on retrouve pendant 24 G 48 heures

les formes sanguines. Aprés trois jours appardis-
sent des formes langues flexueuses, assemblées a
2 ou 3 (formes de divisions), On peut également
remarquer pendani cette période des rosaces
de trypanosomes alors que dans les jours qui
swivent il est impossible de mettre ces formations
en évidence (sauf parfois dans la période de
dégénérescence).

Le cyfoplasme des parasites contient des gra-
nulations réfringentes beaucoup plus nombreu-
ses que chez les formes sanguines.

Vers les 68-7¢ jours commencent d'apparaiire
les premiéres formes de dégénérescence avec
vacuole centrale dont le volume acugmente &
mesure que la culiure vieillit. La mobilité décroft
également,

Les formes globuleuses font ensuite place &
des formes plasmodiales vacuolaires et gra-
nuleuses desquelles émergent des filaments trés
mobiles spirochétiformes, quelquefais rencontrés
libres.

Il est difficile de leur donner une signification.
Certaines formes jeunes de trypanosomes, trés
étroites, semblent pouvoir en dériver. D'aprés les
différentes formes de parasites observées lg
multiplication pourrait se faire suivant deux
modalités

g) La bipartition classique ; les frypanosomes
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€tant alors appareillés par 2, 3 ou plus suivant
le nombre de subdivisions.

b) Des divisions mulfiples a partir des masses
plasmodiales apparemment en voie de deégé-
nérescence, aboutissant généralement a plusieurs
individus filiformes doués de mouvements ser-
pentiformes trés actifs.

Au sein de la culture les formes jeunes sont les
plus fines et les plus mobiles. Leur présence est
un gage de réussite pour les repiquages &ven-
tuels. Cependant une culture en voie de deégé-
nérescence, présentant de nombreuses formes
plasmodiales émettant des formes filamenteuses
spirochéhformes, semble également pouvair
donner des cultures par repiquage.

Dans les cultures en voie de dégénérescence
les trypanosomes morts ne gardent pas long-
temps leurs formes et se lysent trés rapidement,

40 Récolte des parasites et préparation de la
suspension antigénique.

Arrivées & leur optimum les cultures sont récol-
tées et les 2 ou 3 ml de surnageant sont d'abord
recueillis.

La pente de gélose est ensulle rincée avec une
solufien de Hank glucosée glycérinée dont nous
avons mis les propriétés protectrices en évidence
dans un précédent travail (BERSOM, 1962).

Le liguide de ringage est généralement plus
riche en parasites que te bouillon de culture ur-
méme, ce qui fendraif & prouver que les frypa-
nosomes ne cultivent pas en suspension dans le
surnageant mais plutdt a 'interface liquide-base.

On mélange ensuite les deux pools de liquide
et suivant le nombre de glabules rouges de lapin

présents {généralement moins de 1 pour 15 try-
panosomes) on purifle la suspension,

Deux méthodes ont été utilisées :

a) Une centrifugation légére (2 & 3 minutes &
500 T).

b) L'emploi d'un sérum hémoalytique anti-
lapin préparé sur cobaye.

La suspension de trypanoscmes est alors
concentrée ad hbitum par une cenfrifugation
poussée (30 minutes & 4.000 tours), L.a suspension
finale {culot de centfrifugation redissous dans un
volume de surnagednt approprié) est mélangée
a un égal volume de glycérine.

l. — Discussion — Conclusion.

Le milieu de culture au sang total de lapin
nous a donné d'excellenfs résultats et (es repiqua-
ges ont &té& pratiqués dans des conditions de
réussite égale si ce n'est supérieure 4 celles dont
il est fait mention dans les travaux traitant du
méme sujet.

La scuche de Trypenosoma congolense isolée
d'un zébu trypanosomé et mise en culture, est
actuellement entretenue en deux hgnées de cul-
tures paralléfes. La plus ancienne est maintenant
vieille de 8 mois (*).

38 passages ont permis sa conservafion,
c'est-a-dire I'hémoculture d'isolement et 37 repi-
quages.

Pour la préparation de I'antigéne, I'inconvé-
nient de ce milieu de culture réside dans la pré-
sence des hématies de lapin qui en se détachant de
I"interface surnageant-base sont libérées dans la
phase liquide. Si les deux procédés de purifica-
tion de la suspension de trypanosomes proposés
sont efficaces, l'idéal serait d'aveir un milieu
dépourvu d'éléments figurés, et dont le surna-
geant ne confiendrait que les parasites.

Institut d'Elevage et de Médecine vétérinaire
des Pays Tropicaux. Cenfre de Recherches
sur les Trypanosomigses animales.
Bouar. République Centrafricaine,

{*) Aclt 1965.
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SUMMARY

Culture of Trypanosama congolense Broden, 1904,
in diphasic medium for the antigen preparation

The author proposes a diphasic culture medium in order to culture Trypanosoma
congolense. This medium consists of o whole rabbit blood nutrient agar as solid
phase and of a sodium chloride solution as liquid phase. After growth, the
flagellates are harvested. For this purpose, at first the supernalant is taken,
then the agar surface is washed wilh a Hank's modified solutton. The wash
out liquid is mixed with the supernciani, After purificaiion and concentration
the trypanosoma suspensicn is used as antigen in view of further immunclogic
studies,

RESUMEN

Cultive de Trypanosoma congolense Broden 1904
en médio difasico para la preparacién de un anfigeno

Teniendo por objeto cultivar Trypanosoma congolense, el avtor propane un
medio de cultive difasice, compueste por una gelosa nutrifiva con sangre lotal
de conejo camo base, y por una solucidn de clorure de sodie como fase ligquida.
Después se recogen los pardsitos. En primer lugar se toma lo que sobrenada,
luego se lava la superficie de la base con una solucidn de Hank modificada.
Se mezcla el liquido de lavado a lo que sobrenada. Después de la concentracién
y de la purificacidn, se ufiliza la suspensidn de tripanosemas como antigeno
para estudios inmunologicos. '
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