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Recherches sur la biologie
de Trypanosoma congolense Broden 1904

II. — Isolement et entretien de souches « sauvagesy
sur milieu de culture monophasique solide
au sang total de zébu

par J.-P. BERSON

RESUME

L'auteur propose la préparation et I'emploi d'un milieu gélosé contepant
15 p. 100 de sang tofal de veau z&bu. |l s'agit essentiellement d'une phase solide
sur lagquelle un artifice de manipulation permet d'entretenir Trypanosoma
congolense. Ce milieu est préconisé pour I'isolemeni direct des trypanosomidés
parasitant les petits ruminants et les équidés, également les animaux de labo-
rafoire expérimentalement infectés. Trypanosoma congolense est entretenu in
vifro sur cette base depuis prés de huit mois grace a vingt-neuf repiguages effec-

tués de janvier 4 aodf 1966,

Un mémoire déja ancien (TOBIE, 1958} a fait [ partir de chévres, de moutons et &' eqmdes natu-

état de la difficulté d"isoler in vilre les trypano-
somes de |'espéce congolense. La méthode recom-
mandée é&tait un miliev gélosé diphasique conte-
nant du sang humain pour I'hémoculture et la
période d'adaptation du parasite ; ensuite du
sang de fapin pour les repiquages. Les hémo-
cultures étaient réalisées a partir d'animaux de
laboratoire infectés.

Récemment |'auteur a moniré (BERSON, 1966)

la possibilité d'utiliser un milieu diphasique au |

sang total de [apin aussi bien pour les hémocul-
fures que pour les repiquages. Il a également
consfaté que si un tel miliev était trés satisfai-
sanf pour faire des isolements @ partir des ani-
maux de [aboratoire il était d'une qualité incons-
tante lors des hémocultures sur ruminants et
équidés domestiques naturellement infectés.

Le présent travail propose ['emploi d'un milieu
monophasique gélosé au sang total de veau

- rellement infectés par Trypanosoma congolense.
Cette souche est dite « sauvage » pour la diffé-
rencier des mémes souches obtenues aprés pas-
sages sur animaux de Iaboratoire. On doit
signaler que les hémocultures faites & partir du
sang de zébus parasités ont également donnédes
résultats positifs et qu'on a obtenu une culture
simultanée de Trybanosoma congolense et de
T.theilert ; cette derniére espéce parasitant dans
une trés forte proportion les animaux de Béwiti
oU les cultures étaient faites. On constate alors
que par compétition T. theiler) élimine rapide-
ment T. congolense. Un milieu sélectif est actuelle-
ment & ['‘étude dans le but de permeftre des
hémocultures différentielles.

¥ La premiére partie de ce mémoire est parue sous le

! titre : Culture de T. congolepse Broden 1904, in : Revue

d’ Elevclge et de Médecine Vétérinaire des Pays Tropi-

zébu (STZ) pour réaliser des hémoculiures @ | caux, 1966 toms XIX, page 1 ef suivantes.
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MATERIEL ET METHODES

10 Souches :

Les souches uftlisées proviennent de la station
de Béwit ob régne une enzoolie a T. congolense.
les hémocultures ont été faites directement a
partir de sang des animaux suivants : chévre,
movutcn, dne,

2¢ Milieu de culiure :

Le milieu uniquement composé d'une gélose
au sang differe peu de la base censtituant le
milieu diphasique précédemment décrit (BER-
SON, 1966).

Gélose nutritive Blolyen ..., ..., 1.5¢g
Agar-Agar ... oo 1 g
Sangtotaldeveau ................ 75 ml
Bicarbonate de sodivm QSF ph...... 7,5
Eaudistillée, .....ooov i 530 ml

La hase est autoclavée, le sang est ensuite
ajouté stérilement. La réparfition en tubes de
16 % 160 se falt & raison de 10 ml par tube.
L'adjonction d'agar augmente la fenue du milieu
et la solidité de la pente sans nuire pour autant
4 ses proprigtés nutritives, Le sang provient d'un
veau dgé de quatre mois ; on remarquera qu'il
n'y a pas d'antibiotiques incorporés & la base.

30 Volume de 'inoculum :

Le sang infectd prélevé stérilement sur anti-
coagutant est inoculé & raison de 1 & Z ml par
tube de 16 x 160 bouché au caoutchouc et con-
fenant 10 ml de base et 1,5 m! de sang total de
veau préalablement incorporé.

40 Technique de repiquage :

Le tube d'hémoculture est le seul & contenir
un volume de liquide important. Pour assurer
le premier repiquage on préléve X gouttes de sa
phase liquide (essentiellement du sérum) qui
sont déposées sur la gélose d’un nouveau fube
« sec » ou contenant quelgues traces d'eau de
condensaticn. Au momeni du deuxiéme repi-
quage cn ajoute dans letube a repiquer 1 & 2 ml
surnageant préparé a part et stérilisé sur filtre

C'est la phasz liguide du miliev diphasique au sang
fatal d2 lapin (STL), voir BERSON 1956,

EXS Seifz. Ce surnageant est isotonique et con-
tient des antibiotiques et du glucose ce quifacilite
les manipulations éventuelles.

La culture mise en suspension dans ce sur-
nageant est repiquée sur des tubes «secs» neufs
4 raison de X gouttes par tube, On procéde de
la m&me maniére pour les repiquages suivants.

| 50 Craissance ef examens des culiures :

Etant donné le faible volume de culture de
chaque tube il va sans dire que ce type de milieu
ne peut &tre utilisé que pour les hémocultures et
I'entretien des souches. On a cependant cens-
taté que lorsqu'on dilue la culture avec le sur-
nageant dont il vient d'étre question, il est pos-
sible de prélever ce liquide de lavage, et si on
en lalsse quelques gouttes dans le fond du tube,
on veoit généralement la culture redémarrer.
On pourrait en principe procéder plusieurs fois
de cefte maniére et 1 lot de tube du méme
dage devrart finalement fournir un cartain vo-
lume de cultures diluées que I'on centrifugerait
ultérievrement pour concentrer les parasites. En
fait les risques de pollution sont tovjours impor-
tanfs ef 1l est préférable de se borner a ajouter
le surnageant dans les tubes et @ repiquer la
suspenston obtenue. De cefte maniére on n'a
jamais plus de 0,5 ml de liquide par tube,
Lorsqu'on veut suivre réguliérement la culture,
ce qui nécessite un examen journaher il con-
vient de faire les prélévements au fond des tubes
avec des pipettes Pasteur @ double effilure, ce
qui permetde n'entrainer qu'une micregoutte 4
chaque fois, ef de garder la gélose humide,

Sur ce milieu les parasites se multiplient ach-
vement et dans la mesure ol une numération
optique peut donner des résultats exacts, les
meilleures culiures présentent 1,500 et 1.800 para-
sites pour dix champs microscopiques. De telles
crolssances n'ont pu étre obtenues avec le milieu
diphasique au sang de lapin, mais il faut rappe-
ler que ce miliev avait une phase liquide de 2 &
2,5 ml et non de 0,5 ml comme dans le cas pré-
sent. Ce qui revient & dire que pour permetfire
une croissance supérieure ou identique le milieu
au sang de zéhu nécessite une phase liquide
presque nulle. C'est la faible quaniité de liquide
qui lul permet d'étre finalement aussi nutrifif
aue la phase liguide du milieu au sang de lapin.
Une autre preuve du pouvoir nutritif réduit du
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milieu STZ est que si sur la base on gjoute la
méme gquantité d'un surnageant identique au
milieu STL on observe une dégé nérescence rapide
des repiquages, ce qui est significahif d'un pou-
volr nuirittf modéré. Actuellement 29 passages
sur STZ ont permis d'entretenir une souche de
T. congolense depuis huit mois in vitro.

69 Discussion — Canclusion :

Puisqu'on vient de voir que T. congolense cul-
tive bien sur le milieu STZ on pourra donc
Femployer pour l'entretien des souches lors-
gu'en ne dispose pas de sang de lapin en quan-
hité suffisante pour produire le milieu diphasique.
Il convient également pour I'isolement direct
des frypanosomes parasitant les petits ruminants
et les équidés. Les hémoculiures réalisées &
partir de bovins infectés qui donnent une culture
double de T. congolense et de T. theileri néces-
sitent une mise au peint plus approfondie. Enfin
.on réalise des hémocultures florissantes a partir
du sang des animaux de laboratoire parasités.

Il est certain que le milieu diphasique au sang
de lapin dont la phase liquide est importante pré-
sente au moins deux utilités, celles de permeitre

la production de suspensions antigéniques, et
d'étudier le comportement des parasites en pré-
sence de substances médicamenteuses ou plus
particulierement frypanocides, ce qui bien
entendu est impossible & faire avec le milieu sec
dont Il vient d'étre question. Cependant les try-
panosomes entretenus sur 5T7 peuvent &tre
repigqués sur le milieu STL (diphasique auv sang
total de lapin), de telle manigre que finalement
ces deux milleux blen que d'utilisations diffé-
rentes se completent parfaitement. Si la prépara-
tion du milieu STL est plus longue que celle du
milieu S$TZ, les manipulations faites avec ce
dernier sont par contre plus délicates,

Il convient de préparer le milieu STZ en lots de
tubes importants parmi lesquels des préléve-
ments seront faits pour tester sa valeur nutrifive,
En effet les facteurs intervenant dans la fabrica-
tion sont assez nombreux (& commencer par
I'état de la verrerie employée) et constifuent
autant d'éléments suscephibles d'influencer les
cultures. Les tubes seront ensuife stockés a
44 4 5eC. Cn a constaté que des températures
inférieures étaient susceptibles de détruire les
hématies incorporées a la base, ce qui avait
pour but de modifier ses propriétés.

SUMMARY

Research on biclogy of T. congolense Broden 1904
Isolation and maintenance of « wild » strains in monophasic solid
culture medium with whole blood of zebu

The author proposes the preparation and the use of an aggar medium contai-
ning 15 p. 100 of whole blood of young zebu. Actually it is a sohd medium
on which Trypenesoma congofense 1s maintained by a technical artifice,

This medium is recommended for the isoiation of trypanosoma which para-
sites small ruminants, horses and experimentaly infecled labaratory animals.
Trypanosorna congelense is kept in vilro since rearly eight manths on this medium

by means of fwenly nine subculiures.

RESUMEN

Investigaciones sobre la biclogia del Trypanrosoma congolense Broden 1904,
Il. Aislamiente y mantenimiento de cepas « salvajes » en medio
de cultive monofasico sélido con sangre completa de cebd

El autor propone la preparacion y la uiilizacién de un medio con gelosa
cabiendo 15 por 100 de sangre completa de ternero cebd. Esencialmente se
trata de una fase solida sobre la cual una manipulacidn permite cultivar el
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Trypanasorna congolense, Se preconiza el diche medio para el aislamiento
directo de las tripanosamos parasitando leos pequefios rumiantes y los caballes,
asi gue los animales de laboratorio infectados experimentalmente. Se estd man-
teniendo 2l trypanosema congolense in vifro sobre este medio desde unos ocho
meses gracias a veinfe y nueve transplantares.
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