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Résumé 
Dans le but d’optimiser l’utilisation de laméthode d’isolement “in vitr.0 ” des trypanosomes sanguicoles 
par le ((Kit for In Etro Isolation>) (KIVI), une étude a été réalisée sur 14 KIVI positifs obtenus à partir 
de malades du foyer de Campo au Cameroun. Une estimation de la densité parasitaire par comptage 
régulier a été effectuée du jour où les KIVI ont été déclarés positifs à celui où les trypanosomes ont 
complètement disparu du milieu. 
Après application des analyses statistiques, nous avons pu observer que les trypanosomes se multi- 
plient activement dans le KIVI et atteignent leur pic optimal de croissance après 26 jours f 1 (risque 
5%) en moyenne. II existe une corrélation linéaire négative simcative (p = 0’03) entre la quantité de 
parasites présents dans le KIVI le jour de son ensemencement et le jour où les parasites dans ce KIVI 
atteignent leur pic optimal de croissance. Ainsii le nombre maximal de jours mis par les trypanosomes 
pour atteindre le pic optimal de croissance est significativement d’autant plus bas que la densité para- 
sitaire de départ est élevée. Après ensemencement, un KIVI a besoin d’être surveillé au moins pendant 
40 jours avant d’être déclaré négatX La durée pendant laquelle un K.NI positif conserve les tlypano- 
somes dépasse 5Ojours mais elle est variable selon les souches. 
La recherche nécessite de grandes quantités de trypanosomes que le KIVI ne peut fournir. Il faut donc 
passer parune culture de masse sur le milieu de Cunningham. Les repiquages sur ce milieu effectués 
avant J22 aboutissent à des densités élevées de trypanosomes (1200 x lo6 parasitedml). Tous les 
repiquages effectués après J34 donnent des densités parasitaires faibles (200 x lo6 parasites/ml), 
insuffisantes pour la recherche. 
Il ressort de cette étude que le ISM est un outil très utile pour l’isolement des trypanosomes sur le 
terrain. La période de conservation des trypanosomes est suf3tisamment longue pour permettre d’envi- 
sager des missions à condition de ne pas dépasser 3 semaines. 

Introduction 

La réalisation des travaux de recherches sur les 
trypanosomes nécessite de disposer de souches 
au laboratoire. La méthode d’isolement par le 
{(Kit for In ?%-o Isolatiom (ISM) Aerts et al. 
(1992) s’est révélée efficace pourl’obtention des 
souches de T. bruceiganzbieme surle terrain. 
Dans ce milieu, les trypanosomes sanguicoles 
prennent la forme pro-cyclique qui est la forme 
de développement des parasites chez le vecteur. 
Cependant, la concentration des trypanosomes 
en milieu KIVI est insufssante pour les besoins 
de la recherche (réalisation des tests sérologi- 

ques, études génétiques, etc.). II faut impérativement 
passer par une culture de masse. Celle-ci peut se 
faire sur milieu de Cunningham (Cunningham, 1977) 
additionné de 20% de sérum de veau fœtal. Al’& 
verse, le milieu de Cunningham ne peut pas servir 
sur le terrain pour l’isolement des souches car il ne 
permet pas le développement des formes ’ 
sanguicoles. De ce f i t ,  l’obtention des souches de 
trypanosomes au laboratoire implique l’utilisation 
conjointe du KIVI c o m e  milieu d’isolement et du 
milieu de Cunningham pour la culture de masse. Le 
KIVI est pour cette raison largement utilisé dans les 
zones d’endémie à forte ou à faible prevalence. 
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Cependant, des points importants, utiles àl’utilisa- 
tion du KNI, ne sont pas tout à fait définis comme 
le nombre dejours durant lequel un flacon de KIVI 
ensemencé doit être maintenu sur le terrain ainsi que 
le délai optimal de repiquage. 
C’est dans le but d’optimiser l’utilisation du KIVI 
qu’une étude a été réalisée sur 14 souches de T. b. 
gambiense isolées sur des malades provenant d’une 
zone endémique du Sud Cameroun, la région de 
Campo. 

Moyenne 
Variance 
IC 4 95 yo 

Matériels et méthodes 

D.P. max * J max * ~ 3 0 0 ~ 1 0 6 ~  J O * Demi-vie * 
943,92 x lo6 25,9 40,2 53,9 3 1,5 

4 ,  

64648,14 4,66 6,25 127,23 8 9,o 
1,19 1,07 1,05 1,17 xd*’ I 

Zone d’étude et dépistage de niasse 
Cette étude a été ra i sée  dans un foyer historique 
de la THA situé dans une région cÕti2re du Sud 
Cameroun : l’Arrondissement de Campo, départe- 
ment de l’océan. 
Toute la population (5255 personnes) a été exami- 
née sérologiquement grâce au CATT 1.3 (Magnus 
et al., 1978) sur sang total. Les sujets positifs a ce, 
test ont été prélevks immédiatement au pli du coude 
pour la réalisation des examens parasitologiques. - 

Paralldement, tous les sujets porteurs de ganglions 
ont subi une ponction ganglionnaire dont le suc a 
été observédau microscope. Les examens 
parasitologiques utilisés ont été le Quantitative Bu@ 
Coat (QBC, Bailey, 1992) et la mini colonne 
échangeuse d’anion (mAEC, Lanham et Godfrey, 

Observation et comptage 
Les flaconsKIVI ensemencés ont été conduits au 
Laboratoire de Recherche sur la Trypanosomiase 
de I’OCEAC. Un comptage régulier àl’aide de la 
cellule de Thoma a été réalisé du jour oÙ les KIVI 
ont été positifs à celui où les trypanosomes ont com- 
plhtement disparu du milieu. 

Culture 
L’efficacité des repiquages a été évaluée sur cinq 
KICVI choisis au hasard. Un ml du milieu KIVI àla 
concentration de@ parasites/ml a été repiqué 
dans un volume de 3 ml du milieu de Cunningham. 
Pour deuxKIVI, six repiquages ont été réalisés et 
pour les trois autres, seuls trois repiquages ont été 
effectués. Après chaque repiquage, un comptage 
réguher était effectué. 

Analyses statistiques 
Une estimation de la moyenne des dzérentes den- 
sités parasitaires obtenues a été faite. Le nombre 
total des souches étant infiérieure à 3’0, nous avons 
normalisé nos valeurs en les transformant par leur 
logarithme (Combes, 1978 ; Schwartq 1996). Le 
test de corrélation et la droite de régression ont été 
fait avec le logiciel Statview- 

Résultats 

1 970). Les milieux K R l  

ont été injectes dans les flacons KTvI àraison de 5 
ml par flacon puis les flacons ont été conservés à 

Dix millilitres (ml> de Prélevés au Pri du coude A la suite du compter, une courbe de croissance 
des trypanosomes a été tracée (figure l). L~~ nu- 
méros des souches correspondent aux numéros 1. 

.. 

d’identification attnîués aux personnes lors de la 
campagne de dépistee. 
Les &Eérentes densit& ,,arasitaires obtenues sont 

température ambiante. 
Une estimation de la densité parasitaire au QBC a 
été effectuée pour toutes les personnes trouvées 
trypanosomées. regroupées dans le tableau I. 

a DJ? max = densité parasitaire maximale atteinte. 
* J m m  = nombre de jours écouléspmr atteindre Ia densité maximale. 
* JlOO x IO6 = nombre de jours écowléspo2ir avoir une Concentration égale à 1 O0 x 1O6parasites/ml. 
* J O  = nombre de joiirs écoulés pour avoir une concentration igale à O parasitdml. 
* Demi-vie = Nonibre de jours écoi~Iéspour avoù une densité égale à Ia nioitié de la demité maximale. 
IC = intervalle de confiance 
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Discussion 

y = nombre dejours écorrléspour afteindre la densité niarimale 
Equafion de droite :y = -0.076~ i- 28.526, r2 = 0.545. 

moyenne a 26 f 1 jours (risque 5%). 
II existe une corrélation simcative entre la densité 
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Sance est Significativement d’autant Plus We la dement atteinte 8 cause de la forte densité des pa- 
densité parasitaire est élevée. En effet, dans un rr% 
lieu de culture homogène, le plateau de croissance 
atteint dépend de la quantité initiale de parasites 
(Reuner etal., 1997). 
A partir de la droite d’équation y = -0,076~ + 
28,526 obtenue en connaissant la densité de l’en- 
semencement, il ’est possible d’estimer le jour où 

rasites dans le milieu ( R ~ ~ ~ ~ ~  et al , 1997). 
n est donc nécessaire de renouveler le milieu de 

flacon de repiquage si ron 
désire obtenir une densité plus élevée de trypano- 

dans 

Conclusion 
I’onpeut avoir les trypanosomes en quantité maxi- 
male dans un KIVI. Les différentes courbes de 
croissance obtenues présentent une allure identique 
mais sont dispersées autour de la courbe moyenne. 
Ceci démontre que toutes les souches de I: b. 
gambiense ne s’adaptent pas de façon identique 
dans le KIVI. Au total, 64% (soit 9/14) des KIVI 
étudiés sont restés positifs au-delà de 50 jours et 
36% (5/14) au-delà de 60jours. Ces observations 
sont conformes à celles de MacNamara et al: 
(1 995) qui ont constaté que toutes les souches de 
T b. gambiense ne se multiplient pas avecune égale 
facilité dans le KIVI. 
La concentration de trypanosomes dans les flacons 
KIVI a été mahtenue à plus de 100x1 O6 parasites/ 
ml pendant 39 jours après ensemencement. Le nom- 
bre de jours poy  obtenir une densité égale àla moitié 
de la densité maximale dans le KIVI se situe en 
moyenne à 32 f 1 jours (risque 5%). Après ense- 
mencement, un KIVI a besoin d’être surveillé pen- 
dant une durée minimale de 40 jours avant d’être 
déclaré négatif. Ce résultat est conforme aux ob- 
servations de Aerts et al. (1 992) qui ont montré 
que la valeur opérationnelle du KNI dans les tra- 
vaux de terrain est en rapport avec la longue pé- 
riode durant laquelle 1eK.M alimente la croissance 

Ces travaux montrent que la densité maximale des 
trypanosomes dans le KIVI et le nombre de jours 
permettant de l’atteindre sont tous les deux 
significativement corrélés àla densité parasitaire ini- 
tiale. 
Un KIVI peut être déclaré négatiflorsqu’il a été 
minutieusement contrôlé pendant au moins 4Ojours. 
La durée pendant laquelle un KIVI positif conserve 
les trypanosomes est suffisamment longue (50jours 
minimum) pour permettre d’envisager des missions 
de longue durée dans les foyers de la maladie (les- 
quels sont pour la plupart situés dans les zones en- 
clavées, loin des laboratoires et des,centres de re- 
cherche). 
Pour une multiplication rapide des trypanosomes en 
milieu de Cunningham, il serait préférable de faire 
des repiquages lorsque les trypanosomes sont en 
phase exponentielle de croissance dans le KIVI, 
juste après que le KJTI est déclaré positif. Après 
J34, le repiquage est toujours possible mais la fai- 
ble vitesse de multiplication des trypanosomes ral- 
longe la durée d’obtention du culot parasitaire. Il 
serait préférable d’utiliser le KIVI dans des mis- 
sions où son utilisation permet un repiquage dans 
les trois semaines qui suivent son inoculation. 

moyenne). 
II n’y a pas de corrélation sigmficative entre la den- 
sité parasitaire initiale et le jour OÙ les trypanoso- 
mes disparaissent complètement du K M  (p>0,05). 
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Les densités parasitaires maximales obtenues dans 
le milieu de Cunningham sont variables et sont dé- 
t e d é e s  par le jour de repiquage. 
Le culot de ~ ~ O S O m e S  le Plus important est Ob- 
tenu lorsque le repiquage est fait dors que lestrypa- 
nosomes sont en phase logarithmique de croissance 
dans lem. L~ vitesse de des parasi- 
tes diminue quand la densité parasitaire atteint 1000 
x lo6 parasites/ml. La phase stationnaire est rapi- 
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