
Recherches sur la biologie 
de Trybanosoma congolense Broden 1904 

II. - Isolkment et entretien de souches «sauvages » 
sur milieu de culture monophasique solide 

au sang total de zébu 

par J.-P. BERSON 

Un mémoire déjà Ancien (TOBIE. 1958) a fait ! partir de chèvres, de moutons et d’équidés natu- 
état de la difficulté d’isoler in vitro les trypano- rellement infectés par Tryoanosomo congolense. 
sornes de l’espèce congolense. La méthode kom- 
mandée était un milieu gélosédiphasique conte- 
nant du sang humain pour I’hémoculture et la 
période d’adaptation du parasite : enswte du 
sang de lapin pour les repiquages. Les hémo- 
cultures étaient réalisées à partir d’animaux de 
laboratoire infectés. 

Récemment l’auteur a montré (BERSON. 1966) 
la possibilité d’utiliser un milieu diphasique au 
sang total de lapin aussi bien pour les hémocul- 
turcs que pour les repiquages. II 0 également 
constaté que si un tel milieu était très satisfai- 
sant pour falre des isolements à partir des ani- 
maux de laboratoire il étalt d’une qualité incons- 
tonte lors des hémocultures sur ruminants et 
équidés domesttques naturellement infectés. 

Cette souche est diie « s&ge » pour G diffé- 
renmr des mêmes souches obtenues après pas- 
sages sur anomaux de laboratoire. On doit 
signaler que les hémocultures fates à partir du 
sang de zébus parasités ont également donnédes 
résultats posltifs et qu’on a obtenu une culture 
simultanée de Tryponosomo congolense et de 
J. theilerl ; cette dernière espèce parasitant dans 
une très forte proportion les animaux de Béwiti 
où les cultures étaient faites. On constate alors 
que par compétition T. theilerl élimine rapide- 
ment T. congolense. Un milieu sélectifest actuelle- 
ment à l’étude dans le but de permettre des 
hémocultures différentielles. 

Le présent travail propose-l’emploi d’un milieu 1 * La première partie de ce mhoire es+ parue sous le 

monophasique gélosé au sang total de veau 1 
tttre : Cullure de T. congoienre Brode” 1904. in : Revue 

zébu ‘(STZ) pour réaliser des hémocultures à 
d’Elevoge et de M&decine Mtérinaire des Pays Tropi- 
CmJX. 1966 tome XIX. page 1 et suwon+er. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES EKS Seitz. Ce surnageant est isotonique et con- 

10 Souches : 
tient des antibiotiques et du glucosecequifacilite 
les manipulations éventuelles. 

Les souches utlllsées proviennent de la statlon La culture mise en suspension dans ce sur- 

de Béwit où règne une enzootie à i. congolense. nageant est repiquée sur dei tubes «secs» neufs 

Les hémocultures ont été faites directement à à raison de X gouttes par tube. On procède de 

partir de sang des animaux suivants : chèvre, la même manière pour les repiquages suivants. 

mouton, ône. 

2~ Milieu de culture : 

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

Gélose nutritive Biolyon Il,5 g 
Agar-Agar 1 g 
Sang total de veau 75 ml 
Bicarbonate de sodium QSP ph., 7,5 
Eau distillée.. 5,30 ml 

La base est autoclovée, le sang est ensuite 
ajouté stérilement. La répartition en tubes de 
16 x 160 se fait à rafson de 10 ml par tube. 
L’adjonction d’agar augmente la tenue du milieu 
et la solidité de la pente sans nuire pour autant 
à ses propriétés nutrltlks. Le sang provient d’un 
veau âgé de quatre mois ; on remarquera qu’il 
n’y a pas d’antibiotiques incorporés à la base. 

30 Volume de I’inoculum : 

Le sang Infecté prélevé stérilement sur anti- 
coagulant est inoculé à raison de 1 à 2 ml par 
tube de 16 x 160 bouché au caoutchouc et con- 
tenant 10 ml de base et 1,5 ml de sang total de 
veau préalablement incorporé. 

40 Technique de repiquage : 

Le tube d’hémoculture est le seul à contenir 
un volume de hquide important. Pour assurer 
le premier repiquage on prélève X gouttes de sa 
phase liquide (essentiellement du sérum) qui 
sont déposées sur la gélose d’un nouveau tube 
<<sec >> ou contenant quelques traces d’eau de 
condensation. Au moment du deuxième repi- 
quage on ajoute dans le tube à repiquer 1 à 2 ml 
surnageant préparé à part et stérlllsé sur filtre 

C’est la ph~r: IiqJide du milieu diphosique au sang 
tst~l d: lopin (STL). voir BERSON 1966. 

50 Croissance et examens des cultures : 

Etant donné le faible volume de culture de 
chaque tube il va xms dire que ce type de milieu 
ne peut être utilisé que pour les hémocultures et 
l’entretien des souches. On a cependant cons- 
taté que lorsqu’on dilue la culture avec le sur- 
nageant dont il went d’être question, il est pos- 
sible de prélever ce liquide de lavage, et 51 on 
en Ia~sse quelques gouttes dons le fond du tube, 
on volt généralement la culture redémarrer. 
On pourrait en principe procéder plusieurs fois 
de cette manière et 1 lot de tube du même 
âge dewalt finalement fournir un certain vo- 
lume de cultures diluées que l’on centrifugerait 
ultérieurement pour concentrer les parasites. En 
fait les risques de pollution sont toujours impor- 
tants et II est préférable de se borner à olouter 
le surnageant dans les tubes et à repiquer la 
suspension obtenue. De cette manière on n’a 
jamais plus de 0,5 ml de liquide par tube. 
Lorsqu’on veut suvre régulièrement la culture, 
ce qui nécessite un examen journalier II con- 
vient de faire les prélèvements au fond des tubes 
avec des pipettes Pasteur à double effilure, ce 
qui permet de n’entraîner qu’une microgoutte 0 
chaque fois, et de garder la gélose humide. 

Sur ce milieu les parasites se multiplient acte- 
vement et dans la mesure où une numération 
optique peut donner des résultats exacts, les 
meilleurescultures présentent1.500et 1.800 pora- 
sites pour dix champs microscopiques. De telles 
croissances n’ont pu être obtenues avec le milieu 
diphasique au sang de lapin, mais il faut rappe- 
ler que ce milieu avait une phase liquide de 2 à 
2,5 ml et non de 0.5 ml comme dans le cas pré- 
sent. Ce qui revient à dire que pour permettre 
une croissance supérieure ou identique le milieu 
au sang de zébu nécessite une phase liquide 
presque nulle. C’est la faible quantité de liquide 
qui lui permet d’être finalement aussi nutritif 
que la phase liquide 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 ajoute la 
même quantité d’un surnageant identique au 
milieuSTLonobserveunedégénérescence rapide 
des repiquages, ce qui est significatif d’un pou- 
voir nutritif modéré. Actuellement 29 passages 
sur STZ ont permis d’entretenir une souche de 
T. congolense depuis huit mois in vitro. 

‘60 Discussion - Conclusion : 

Puisqu’on vient de voir que T. congolense cul- 
tlve bien sur le milieu STZ on pourra donc 
l’employer pour I’entretlen des souches lors- 
qu’on ne dispose pas de sang de lapin en quan- 
tlté suffisante pour produire le milieu diphasique. 
II convient également pour l’isolement direct 
des trypanosomes parasitant les petits ruminants 
et les équidés. Les hémocultures réalisées à 
partir de bovins infectés qui donnent une culture 
double de T. congolense et de T. theileri néces- 
sltent une mise au point plus approfondie. EntÎn 
‘on réalise des hémocultures florissantes à partir 
du sang des animaux de laboratoire parasités. 

II est certain que le milieu diphasique au sang 
.de lapin dont la phae liquide& Importante pré- 
sente ou moins deux utllltés, celles de permettre 

la production de suspensions antiqéniques, el 
d’étudier le compo?tement des paraiites en pré- 
sence de substances médicamenteuses ou plus 
particulièrement trypanocldes, ce qui bien 
entendu est Impossible à falre avec le milieu sec 
dont II vient d’être question. Cependant !es try- 
panosomes entretenus sur STZ peuvent être 
repiqués sur le milieu STL (diphasique au sang 
total de lopin). de telle mamère que finalement 
ces deux milieux bien que d’ut~hsations dlffé- 
rentes se complètent parfaitement. Si la prépara- 
tion du milieu S~TL est plus longue que celle du 
milieu STZ, les manipulations faites avec ce 
dernier sont par contre plus délicates. 

II convient de préparer le milieu STZ en lots de 
tubes importants parmi lesquels des prélève- 
ments seront faits pour tester sa valeur nutrltlve. 
En effet les facteurs Intervenant dans /a fabrica- 
ton sont assez nombreux (0 commencer par 
l’état de la verrerie employée) et constituent 
autant d’éléments susceptibles d’influencer les 
cultures. Les tubes seront ensuite stockés à 
+4 + ~OC. On a constaté que des températures 
inférwres étaient susceptibles de détruire les 
hématies Incorporées à la base, ce qui avait 
pour bui de modifier ses propriétés. 
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iryponoromo congolense. Se preconizo el dicho media para el aislomienia 
directo de 10s tripanoramor parasitondo 10s pequeiios rumionies y 10s caballas, 
osi que 10s animales de loboratorio infectados experimentalmente. Se est6 mon- 

ieniendo el try@morama ongoiense in vitro sobre este media desde unos ocho 
rnere5 grocror 0 veinte y nueve tronsplantores. 
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