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Introduetion

Nous avons voulu consigner dans ce rapport les techniques origi-
nales que nous avons apprises au cours de nos différents stages,
guli ont eu lieu successivement 2
Chez Mr. le Pr. BIGUET de la Faculté de Médecine de Lille
Chez Vrs. les Prs. GRENIER et LAMY de 1'Institut Pasteur
de Paris _
Chez Mr. le Pr., RIOUX de la Paculté de Médecine de Mont-
vellier
Chez Mr. le Pr., CHABAUD du M.N.H.N, de Paris
et & la Tondon School of Hygiene and Tropical Medicine de
Londres.

Nous remercions tous ces Professeurs, ainsi que leurs
collaborateurs, de l'accueil qu'ils nous ont réservé dans leurs
laboratoires et de nous avoir communiqué leur savoir avec au-
tant de gentillesse.

Ce rapport comprend deux parties : 1l'une est consacrée
aux technigues purement Protozoolégiques et l'autre & des tech-
nigues d'immunologie, que nous avons apprises dans un labora-
toire spécialisé dans 1'étude des Vers, mais qui peuvent égale-
ment &tre appliquées & la Protozoologie.
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Protozoaires parasites du sang

1. Introduction e% Systématique

Les Protozoaires parasites du sang des Vertébrés se classent de
la facon suivante : ' '

A - Sous Phylum SPOROZOA
- Classe Telosprorea
Sous Clasge Coccidia

- _ Ordre. Fucoccida
Sous Ordre Adeleina
- Bimeriina -
Haemosporina

- Adeleina : 3 Familles d'"Hemogregarines"
~ F. Haemogregariniidae - genre Haemogregarina
- P, Karyolysidae = genre Karyolysus
- F., Hepatozoidae - genre Hepatozoon.
- Bimeriina: 1 seule Famille d'"Hemogregarine"
-~ F. Tenkesterellidae -~ genre Schellackia
genre Lankesterella
~ - Haemosporina : 2 super Familles : '
“8.,F Plasmodioidea et S F " Babesioidea -
- S F Plasmodioidea

Famille Plasmodiidee - genre Plasmodium
Famille Haemoproteidae : g. Hasmocystidium
= ’ ' ' g. Simondia
v ©  g. Hazmoproteus
¥ g. Parahaemoproteus
g. Polychromophilus
g. Nycteria
g. Hevatocystis.




Famille Leucocytozoidaé : g. Teucocytozoon
g. Akiba

g. Saurocytozoon,
'w 8 F__Babeégioides @ '

Famille Theileridae ~ genre: Theileria -
g. Cytanxoon -
g. Haematoxenus
Famille Babesiidae - genre : Babesia f
g. Nuttalia
g. Echinozoon.

B - Sous Phylum SARCOMASTIGOPHORA
Super (lasse Mastigophora
Classe Zoomastigophores ' -
drev o Ordre Xinetoplastida
Famille Trypanosomatidae
genre Leishmania
genre Trypanosoma. S -

~ Comme nos stages ont &été effectuds dans des laboratoires de
Protozoologie humaine, les Protogzoaires d'intérét médical au-
ront une place prépondérante dans ce rapport.

Nous allons étudier succes51vement les dlverses tech—
niques se rapportant & chaque groupe, mais auparavant nous al-
lons donner les techniques de coloration du sang qul sont com-
munes & tous ces Protozoaires.
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11. Coloration au Giemsa

Lg coloration du sang au Giemsa edt depuls longtemps

reconnue comme etant la meilleure. Cette technlque possede di-

verses variantes 5 nous en avons choisi une qui tend & 8tre uni-

versellement appliquée aujourd'hui, du fait de sa 81mp11c1te et

de la quallte de ses resultats.

- PFrottis de sang

Bffectuer le frottis et sécher rapldement en agltant
vigoureusement la lame.
Verser 1'eau distillée tamponnée dans la boite de

* Laveran .

°

Ajouter 8% de Giemsa et mélanger
Fixer le frottis quelques secondes & 1l'alcool mé-
thylique. R S
Sans laver, placer la lame, frottis au-dessous, dans
la boite. ) - . T
Laisser colorer 50 mn.,

Rincer 1 seconde & l'eau courante et sécher en posi-
tion verticale.

- Goutte épaisse

I

18

Prépafer le colorant comme précédemment

Sans fiXer, placer la leme, grutte épaisse au
desgous dans la boite _

Lalsser colorer 30 mn.

Rincer & l’eau courante 1 SeCDnde, en prenant garde
8 ne pas decoller 1a goutte éraisse.

Lee

Laisser sécher en position verticale.




- Appositions d'organes

- Prélever un fragment d‘!organe contenant les Proto-

~ zoaires (ex 3 rte ou foie)

- Eponger le sang sur papier filtre, puis effectuer -
~ies_ap§ositions sur la lame

—'Préparer le colorant et fixer comme pour un frottis,
mais laisser colorer 1 heure.

-~ Taisser sécher.

Les frottis, goutte épaisse et appositions ainsi préparés peu-
vent &tre observés 3 1l'immersion ; 1l'huile d'immersion est en-
suite éliminde par ringage au xyléne. '

Pour conserver les lames et les protéger on peut les monter &
1'huile de cddre ol mieux, 3 1'BEuparal vert.

- Conditions de réussite

- T'eau-tamponnde doit avoir un Ph 7,2 - 7,4
Formule : Phosphate de Na disodique = 3 g
Phosphate de X monopotassique = 0,65 g
" Fau distillée = 1 1.

Au lieu d'eau tamponnée, on peut éventuellement utiliser de
1'eau d'BEvian,

- Utiliser des Giemsa de marque Revector ou Merck

- Aprés coloration, ne pas rincer plus d'une seconde ; un rin-
cage prolongé décolore. .

- Ne pas sécher la lame sur une source de chaleur.

~ Ne jamais monter au Baume du Canada.

-~ Si la lame est trop colorde, éclaircir dans l'eau tamponnée
(1 mn maximum).
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Conserva‘tlon des frottis non colorés /" :

I1 vaut mieux colorer les frottis‘aWSSiﬁét'aprés~leﬁr pré- -
varation ;. mais,.le cas échéant, on peut les conserver indéfini-
o ment, sans colorer, dans des récipients rlgoureusement herméthues,
contenant des produits dessicateurs tels que : Ca Clo anhvdre,

g Silica Gel ou P2 05.

De tels frottis sont ensuite colorés'pértlé‘méthodé au
"Giemsa -~ salé" ‘ .

- Fixer alcool methyllque

Placer dans un mélange : 2 cc eau tamponnée 7 2 .
7 cc eau salde 0,85%
1 cc Giemsa '

- Laisser colorer 60 mn

-~ Rincer 1 seconde et sécher.

Cette longue congervation des frottis avant la coloration
présente guelques inconvénients pour les parasites ; elle détruit
notamment les grains de Schuffner et les taches de Maurer chez les
Plasmodium. '

K3

111. Plasmodium

TLes Protozoaives appartenant & ce genre se trouvent chez
les Vertébrés situds au-dessus des Batraciens.

o)

A titre d'exemple nous allons étudier les techniques”d'en—
tretien et d'étude d'une souche de Plasmodium de Rongeurs;puis nous
indiquerons les quelques variantes particulisres & 1t!'étude des es-

peces aviaires et humaires..




A -~ Plasmodium de Rongeurs

1. Isolement de la souche

; le sang des Thamnomys sauvages est étudié sur goutte
épaisse, puis sur frottis. '

Lorsqu'il est infecté, l'animal 1'est le plus souvent
par deux espéces appartenant l'une au groupe Berghei et 1l'au~
tre au groupe Vinckei ~ Chabaudi.

Te probldme posé est tout d'abord de séparer ces deux.

N . L2 3 1 1 Lt : - .
espéces, puisd eBELEEERIT oo oye souche sur des Rongeurs -de

laboratoire.

La séparation des souches est assez aisée car P. ber-
ghei infecte facilement les rats et hamsters au premier passage
et non les souris ; tandis que P.vinckei infecte les souris et
non les rats et hamsters. -

On peut aussi installer une souche sur souris & partir
d'Anophéles sauvages infectés.

Pour cela les glandes salivaires positives sont écra-
sées entre lame et lamelle ; puis la lamelle est retirde, les
sporozoites sont prélevés dans une goutte de Ringer et inoculés
en injection intraveineuse

2. Sglénectgmie

La splénectomie diminue la réponse immuhologique de
1'héte et favorise 1'implantation de la parasitémie. On a donc
intérét & splénectomiser les animaux pour installer les souches

3
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récalcitrantes soit & partir du Moustique, soit 3 partir du sang
d'un autre Vertébré. .-
~ Technique :
- Endormir 1'animal & 1'éther
- Le placer sur le flanc droit et fixer 1es.patﬁes'aVec du
,Sparadrép. 4
- Placer sa téte dans un flﬂcon Y large ouverture contenant
o un coton imbibé d'éther.
- Raser le ventre et le flanc gauche. ) .
- In01ser transversalement au-dessus du niveau de la rate.
= Sortir 1a rate, llgafurer sa base et sectlonner.
_é ._#4Recoudre la couche musculaire profonde, puls la peau
| ‘ (avec une aiguille & coudre et du fil ordlnalre)
- Vaporlser sur la plaie un prodult antlbiothue.

3. Passage Rongeur -~ Rongeur.

Avant d'effectuer le passage, il est nécessaire de s'as-
surer que le sang du donneur contient de nombreux parasites.-
- Passage intraperitondal :
", = & la’ pipette 1 Prélever une goutte de sang

3 la queue du rongeur avec une pipette & double effilure et in-
suffler dans le péritoire du receveur.

' - 3 la seringue : Prélever, le sang, & la pipette,
dans le sinus senguin de l'oeil ; le rejeter dans une coupelle
contenant une goutte d'héparine et guelgues gouttes de sérum
physiologique. . : '

Aspirer & la seringue et injecter dans le péritoine,




- Passage intraveineux

Méme préparation que pour passage intrapéritonéal &
la seringue mais injection intraveineuse. o

Chez la souris, injecter dans l'une des quatre grosses
y&ines de la queue ; pour faciliter 1'opération, placer au: pré-
alable la queue de la sourls dans 1'eau chavde pour faire gon-
fler les veines.

Si le passage a été effectué & partir d'un animal mort,

injecter dans 1a fesse du receveur 0,1 cc de Spécilline G (Rhb6~
ne Poulenc) injectable (100:-000 U).pour éviter 1l'infection.

4. Btude du Plasmodium dans le sang

e Ve

Ta recherche des Parasites dans le sang doit débuter
3 jours aprés le passage. ' o

L‘étq@g ﬁesddivegsfsﬁadeﬁ“esfzféite sur frottis Golo-
rés au Giemsa. ' -

selon, le cns,'on peut apporter quelques modlflcatlons
a la coloratlon cla831que pour falre ressortlr certaines struc-~
tures. A ‘
- Coloratlon des retlculocvtes

- Préparer une solution saturée de Bleu de Crésyl brillaht dans
1'aloool & 100°, '

- Tracer sur une lame un cadre au crayon gras j y déposer une
goutte de la solution saturée et laisser sécher.

- Mettre une goutte de sang dans le cadre, touiller légérement

o




avec le coin d'une lame pr.odée ; repremdre le song et effectuer
un frottis sur une autre lame
- Pixer alcool méthylique et colorer comme un frottis ordinaire.

Cette coloration concerne surtout P. berghei qui para-
site principalement les réticulocytes.

- Rougeoiement des hématies parasitées

Opérer soit avec de 1l'eau d'Bvian, solt avec de 1l'eau dis-
tillée temponnée & 7,4 de la fagon suivante :
- Teinter l'eau distillée de quelques gouttes de bromothymol (vire
4 7,4) R S,
- 8i jaune = acide, ajouter quelques gouttes de carbonate de
Tithium jusqu'd bleu pile permanent.
- Fixer et’colore?;normalement.

- BEperythrozoon coccoides

L'obgervation  du seng des souris infectées peut révéler
la présence d'Eperythrozoon coc¢coides, parasite d'affinité in-
certaine, sé& présentant sous forme de petits disques. libres ou
accolés aux hématies.

Ces organismes empéchent le développement de P. berghei.

-~ - Pour les 4liminer, pratiquer une:r injection sous cutanée
de Novarsenobenzol & raison de 125 mg par kilog.

- Btude et coloration d'une exflagelliation

Placer une goutte déﬂsdng'contenant les gamétooytes'eﬂtre

lame et lamelle et observer au 40idme.




Au bout d'un certain temps, varisble selon les espéces,
et que 1l'on doit justement déterminer, on voit les cametocytes
miles &'agitér frénétiquement ét emettre les flagelles. Observer
alors & 1'immersion.

- coloration : - Poser une goutte de sang au bord d'une lame
yodée et mettre ensuite en chambre humide. -

-~ Attendre le nombre de minutes nécessaire, donné
par la premiére observation et effectuer le fro%tis sur une lame
s&che. } A . .
- Pixer et colorer comme un frottis ordinéire,

5. Infection des Anophéles

Les gamétocytes méles et femelles apparaissent généra- .
lement le quatridme jour aprds le oassage. Avant d'infecter les. .:
. B ' _gametocytes
moustigues il faut s'assurer que la proporticn de mbles soit sa-

tisfaisante (environ 10 mAles pour 100 leucocytes).

Pour augmenter les chances de réussite, on utilisera
de préférence des Anophdles &gés de 6 & 9 jours-ainsi que des sou-
ris du 3&me passage & partir de 1l'inoculation des sporozoites.

Ne pas oublier que la production des gamétocytes décroit
en fonction du nombre des passages.
- La souris infectde est fixéde sur uvne planche avec du sparadrap
et son ventre est rasé ; puis elle est placée dans une cage con-

tenant environ 400 moustiques.

On laisse les moustiques se gorger toute la nuit, puis -
on élimine les non gorgés en les capturant avec un tube & essai
contenant un coton imbibé de chloroforme.
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6. Etude du Plasmodium chez 1'Anophdle -

(LSRRI

- Ookindte : Prélever sur lame 1'estomac d'un Anophéle gorgé de-

puls 18 & 20 heures.

Le rompre et le dilacérer dans une  petite goutte de
Ringer. . ' ' ' ' T

. . .. . ! .
Observer entre lame et lamelle & 1'immersion. - = = .

. - ot
e : S

Si 1l'examen est positif, recommencer l'!opération avec
un autre moustique et faire un frottis +1ds épais que 1l'on: colo~

o

rera au Giemsa pendant 30. mn.

Oocystes

Dés le 3e jour aprds le repas infectant on peut obser- -~
ver les oocystes sur la surface de 1l'estomac.

JIls atteignent leur complet développement én 10 ou
11 jours, puis ils éclatent et Iibdérent les sporozoites. qui ga-
gnent les glandes salivaires.

Pour suivre leur développement on pourrs, jour aprds
jour, Qolorerieﬁ‘totalité 1'estomac des moustiques & 1'Hema- -
toxyline de Bhrlich ou bien effectuer des coupes histologiques
soit de l'estomac, soit du moustique entier.

i
e e s e
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Coloratlon de l'intestin du mousthue Y. l_Hemaioxvllne de =N
Bhrlich o

- Retirer 1'intestin et fixer 24 h. au formol salé.

- Placer ensuite 24 h. dans 1l'alcool & 70°,

- Colorer 10 mn dans une solution d'Hematoxyline de Ehrlich
(1 part) et dleau (3 part)

- Blewir & l'eau courante = 10 mn.

- Puis rincer & 1l'alcool acide (99 cc alcool 70° +1 ce HoL)

i

Jusqu au rouge _ \
-~ Bleuir & nouvéau & l'eam courante = 10 mn.
- Deshydrater : 30 mn dans 1l'alcool absolu

15 mn dans le xyléne

- Monter au Baume du Canada.

Sporozoites

Lorsque l'estomac de 1'Anophéle présente des oob&stés
mlrs, les glandes salivaires sont prélevées et observées. entre
lame et lamelle dans une goutte de Ringer ou de sérum phVSlOlO-
gique.

Si les sporozoites sont présents, écraser les glandes
salivaires et étudier & frais'; puis retirer la lamelle, laisser
sécher, * Pixer et colorer 30 mn au Giemsa, comme POur un frottis.

7. Dissection de masse
' infectds, il
Torsque les moustiques d'une cage sont intensémenty

faut prélever les sporozoites des glandes salivaires et les in-
jecter aux souris.
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L'lnoculatlon des sporozoites permet de rajeunir la
souche et d'etudler les stades exoerythrocvtalres qui ne se
produisent pas au cours des passages sourls—sourls.

Techn igue - Placer dans la glace pllee un tube & essai et
un flacon de 199 (ou de Rlnger) . )
' - Dlssequer, sur 1ame de matlere plasthue, les

sl

anopheles p%r groupe de 5, dans une goutte de 199,

-~ Aspirer les glandes salivaires & la pipette et
les placer dans le tube.

- Lorsque la dissection =8t termlnee, broyer les
glandes salivaires - e

- Injecter trés lentement un demi cc 1ntravelneux
34 chagque souris.

(Proportion adéquate .: 15 paires de -zlandeéswpour un demi cc -

de liquide physiologigque).

Au lieu d'inoculer les sporozoites dans le sang, on-:

peut aussi les injecter directement danms un lobe du foie, apres

avoir ouvert ll'animal.

Le milieu de cultﬁre 199 peut &tre acheté soit a
1'Institut Pasteur soit aux Glasco Laboratories 1td Greenford- -
England.

8. Etude du cycle exoerythrocytaire primaire

Aprds avoir inoculé les souris avec les sporozoites,
il est nécessaire de déterminer la durée du cycle exoerythro-
cytaire primaire, et d'effectuer des coupes de foie pour re-
chercher et étudier les schizontes primaires.
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Pour cela on injectera toutes léé‘Zﬁheures du‘sang de

la soufris infectée & une souris vierge, & partir de 50 heufes
jusqu'a 70 heures aprés l'inoculation.

Ia premidre souris du passage présentant des Plasmodium
dans le sang donnera 1'heure d!'éclatement des schizontes primaires.
- Dans 1le ﬁéme.temps,(SO - 70 h) on effectuera 3 ou quatre
biopsies de_fbie et on fixera aussitdt le matériel prélevé au Car-~
noy.

Aprés inclusion & la paraffine, les coupes seront colo-
rées au Giemsa. - colophane.

Biopsie de foie — Endormir 1l'animal & ltether.

- Fixer la souris sur le dos avec du sparadrap.

— Raser le ventre

- Inciser transversalement, du cdté droit, sous la cage tho-
racique. '

- Sectionner et prélever un lobe de foie.

- Coudre d'abord la couche musculaire profonde, puls la peau
avec e aiguille et du fil ordinaire.

- Vaporiser un antibiotique.

On a intérét, au cours de 1l'opération, & effectuer des
frottis, gouttes épcisses et appositions..

Pal
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9. Conservation des souches aux-basges températures

Cette teehnique est trés intéressante car elle permet
de- conserver des souches de Plasmodium pendent trés longtemps,
sans avoir 3 effectuer continuellement des passages.

On congélera de préférence le sang des souris de deu~
xiéme pmssage apres 1'inoculation des spor0201tes, pour avoir
la souche dans toute sa fraicheur.

Ce procédé de conservation par le froid s'applique éga-
lement aux autres Protozoaires para81tes du sqng (Babeﬂla,
Trypanosomes, etc.).

Technique

- Prepﬂrer un mélange de glvcerlne pure a 10% dans du-se—
rum physiologique. B

- Prélever le sang au coeur avec une seringue rincéde au
préalable avec une goutte d'héparine. I B

- Mélanger dans la seringue une quant:.‘be egale de serum
phys1olog1que - glvcerlne et de sang.

- Repartlr dans des ampoules de verre de 2 co a raison
de 1 cc par ampoule. _ '

- Sceller et conserver dans la earboglaCe‘(Q 75°) ou dans
l'azote llqulde (- 1959°) ‘

- Au bes01n, décongeler 5 la temperature du.laborat01re

et inoculer & d'alutres sourls.



10. Giemsa pour coupes histologigues

Cette méthode a l'avantage de donner aux Protozoaires,
dans les coupes de tissus, des couleurs identiques & celles obte-
nues sur les frottis de sang. Elle convient tout particuligremsnt
5 1'étude des schizontes exoerythrocytaires,

On peut également 1'employer.sur des.coupes d'insectes
infectés avec des Plasmodium, Babesia, Leptomonas ou Trypano-
SO 8 .

On évitera le ratatinement des formes flagellées en tuant
1'insecte dans des vapeurs d'acide o9xique, avant de le fixer au
Carnoy.

- Fixation : - Préparer de petites piéces et les fixer pendant
3 h au Carnoy, fraichement préparé :
- 60 cc-alcool 100
- 30 cc chloroforme
- 10 cc acide acétique.

Si les pidces sont trés petites (ex : estomac de mousti-
que), mettre un grain d'éosine dans le fixateur pour pouvoir les
repérer plus facilement par la suite. ¥

Pour les gros insectes, on aura intérét a percer quel- >
ques trous dans le thorax, avec une aiguille fine, pour faciliter
la pénétration du fixateur.
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Deshydratation :

Plocer dans l'alcool butylique
Ter bain : demi heure
2&me et 3eme bain : 24 h (au besoin on peut conserver long-

temps les pidces dans le 3&me bain),

Coupes : Mettre quelgies: heures dsns le butyparaffine; puis. in-.. .

clure dans la paraffine. ,
bffectuer les coupes et les 0011@r & 1'albumine glvcerlnee.
Déparaffiner et rehydrater par 3 baing de Toluone, 3 balns
d'alcool & 100 puls l’eau ordlnalro._
Coloratlon e

Pour préparer le choraﬁt,'mélangér :

~ 10 cc eau tamponndée (7,2)

~ 1 cc Giemsa

- 1 cc acétone

- 1 cc alcool methyllque. .
Colorer 1 h dans des cuves de Laveran en porcelglne,'éouges'
en dessous. | S
Puis placer dans 1l'eau ordinaire. Un bain prolongé (24h) fait
ressortlir les bleus, mais n'est pas indispensable.

10-15s
Différencier /dans un mélange -t 150 gr de colophane dans 1 1

dtacétone : -
Lorsque le rouge commence & aupparaitre, stopper-la différen-
ciation en ringant avec une solution dn 70% acétone + 30% to-

1'Buparal vert.

b3

luzne pour. chasser 1l'acétone et ronter &
Variante:: On peut aussi préparer le colorant avec 10 cc d'eau

distillée, colorer pendant 2 h ; puis alacer?fames 15 s dans

50 cc-d'eau distillée acidifiée avec uie microgoutte d'acide

acétique glacial.

Différencier et monter normalemert.




Si on a utilisé d'autres fixateurs que le Carnoy; tel
que le formol - salé, il est généralement nécessaire de laisser
colorer 24 h au lieu d'l h,

- Comment colorer & nouveau une coupe déjd montée

Pour retirer la lamelle et rehydrater, on aura le choix entre
deux procédds : _
1. Plonger la leme dans 1'essence d'Buparal.
Lorsque la lamelle est décollée, revenir & 1'eau en passant
successivement par le xylol, l'alccol 100 et l’ﬂlcool 70"
2. Décoller la lamelle dans un bain de toluene.
Dissoudre 1'Buparal avec le dlfferen01aﬁeur Qolophane ace-

tone.
Eliminer la colophan@ en plongeant dans 1! acetone - toludne.
Puis placer dans le toludne pur et rehydrater.

- Les lames ainsi traitées seront colordes au Giemsa comme
d'habitude. '

- Hydrolyse :

L'hydrolyse élimine le cytoplasme e?b permet de mieux observer
les structures nucléaires. '

Elle est pratiquée sur des coupes normalement colordes, que
1l'on a déjd observées, mais dont on veut approfondir les dé-
tails.

Avant 1l'hydrolyse il faudra donc le plus souvent retirer la

lamelle et rehydrater.
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Technique :

- Placer les lames 6 3 8 mn dans une solutlon Normale
d'HCL & 580,
(HC1 Norm@l = 82,5 cc d'acide pur pour 11 d‘egu)
-~ Rincer 5 mn a l'eau courante.
- Colorer normalement au Giemsa pour coupes.
En fin de coloration la coupe doit paraitre rose.

B — Plasmodium d'Oiseaux

'Chacun des 4 sous genres de Plesmodium d'Oiseaux possdde

des espeéces parasites soit de Passereaur, soit de Gallinacés’ s
les souches seront donc entretenues, au laboratoire, sur Canaris

ou sur Poussinss
= - Les techniques d'étude sont pratiquement identiques &’

celles que nous avons déja vues et ne différent que par quelques

points de détail 1iés & l'anatomie de 1'hbte Vertébré. S '

- Pour'effectuer les frottis, on-se procuréra une goutbtte de
sang en sectionnant un ongle d'une patte.

-~ Pour les passages, on prélévera le sang, & la seringue
héparinée, soit au coeur, soit aux grosses veines situdes sous
l'aile ou sur le cdté du genou. - . .i.Far Ty

- . _ S - , T

Les 1nocul%tlons seront intrapéritonéales ou intravei- -
neuses ; ces dernleres/feront a-la jugulaiiré, que l'on mettra en
évidence en mouillant les plumes du cou.
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- Pour infecter les Aedes ou autres Moustiques : on rasera le
ventre de l'oiseau ; puis on le placera dans un grillage métal-

ligue que 1l'on ajustera aux dimensions de son corps ‘de telle
sorte qu'il ne puisse faire sucun mouvement, sinon respirer. On

1'introduira alors dans la cage de Mousti ques . 7 -

:

C - Pgludisme humain

1. Diagnostic microscopigue

Les malades présentant une franche attaque de Paludisme
ne posent généralement pas de .probldme de diagnostic ; les para-
sites étant en nombre assez grand pour &tre détectds sur goutte
épaisse et frottis aprés 2 ou 3 minutes d'observation.,
Cependant dans le cas de P,falciparum, les parasites sont par-
fois difficiles & trouver, surtout si le malade a une tierce clas-
gique ; en effet, au cours de'la crise, les parasites vont dans
la circulation périphérique pour terminer leur schizogonie ; il
faudra donc effectuer plusieurs examens & quelques heures d'in-
tervalle,

Dans les régions & Paludisme, lorsqu'un malade arrivera.
& 1'hOpital dans un état ccomateux, pouvant correspondre & une
forme pernicieuse, on commenceras le traitement avant méme d'avoir
les résultdts du diagnostic microscopique ; la gudrison étant
fonction de la rapidité d'intervention.

Les frottis et gouttes épaisses sont effectués avec du
sang prélevé soit & 1llextrémité du doigt, soit au lobe de 1l'oreil-
le. La peau est nettoyéde, puis, lorsqu'elle est bien seéche,
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on pique avec un vaccinostyle, on élimine la premidre goutte de
sang et on prépare les lames avec les suivantes. '

Pour: faire ressortir les grains de Schuffner ou de VMau-
rer,on réduira au maximum le temps de la fixation & 1'alcool mé-
e thylique (moins d'une seconde).

o Pour les enqubtes épidémiologiques on peut centrifuger
le sang, préalablement hépariné ; puils, effectuer les frottig &
partir de Ia couche situde juste au-dessous du niveau de sépara-
tion sang-sérum, ol sont concentrds les parasités. Ia valeuf de
cette méthode est cependant controversée car les jeunes formes,
notamment les petits "anneaux" de P. falciparum, ne Sént'pas sen-
sible & la centrifugation. | ' - '

Lorsqu'on aura & examiner un grand nombre de gouttes
épaisses on pourra employer la méthode de Field. - =~ . .

Méthode de Field
Préparer : : : . _
Colorant A : Bleu de Methyldne (Médicinal).... 0,8 g
AzZUr Tiuicesooenne vomomansos esesss 0,5 g

Fau distillée tamponnée.........» 500 cc
Colorant B : Eosinei.ievecviansvonn croaas koo as lg
Bau distillée tamponnée.......... 500 cc. -
Eau tamponnée : Nap HPOg.evvveevves: 5 g
o KHp POfevesnerenees 6,25 g -
Bau distillée...... 500 cc



Coloration : _
-~ Plonger la lame 2 secondes dans A,

Taver 10 secondes dans un bol d'eau tampomnée.

Agiter la lame pour éliminer 1texceés d'eau.

Plonger la lame 1 seconde dans B
Taver 10 secon® dans 1'eau tamponnées

= Laisser sécher verticalement.
Notes pratiques : :
- Aprés la préparation des colorants attendre 24 h et filtrer:
avant 1'emploi. . Bt
- Tester leg colorants sur une goutte épaisse connueavant
) l'emp101. ' 4 .
- Colorer les gouttes epqlsses dans les 24 h.
- Examiner les bords de la goutte épaisse.

2. Coupes anatomo-pathologidgues

Pour étudier l'action .des parasites dans les tissus,
on peutb effectuer des coupes histologiques de cerveau; réte et
foie. ' ’
Te matdériel doit &tre prélevé et fixé moins de trois heures apras
la mort du patient.
Si 1'on est intéressé d'avantage par la structure du Protozoai-
re, on fixe au Carnoy et colore au Giemsa.
Si 1'on vent étudier les lésions, il vaut mieux fixer au formol
salé et colorer & 1'Hematoxyline de Ehrlich, car le Carnoy pro-
voque la lyse des globules rouges.



Hématoxyline de Bhrlich - éosine

- Fixer les tissus 24 h au moins, 7 jours au plus dans le Formol
. salé (10 cc formol du commerce et 90 cc dleau salée 3 8,5g/1)
Aprés la fixation on peut conserver longtemps dans 1l'alcool

a 70°

- Deshydrater, inclure, effectuer les coupes et rehydrater.

- Recouvrir la lame d'HématoxylineJde'Ehrlioh eﬁfchauffé¥u5~mnw=
au-dessus d'une lampe, puis laisser colorer 15 mn & tempéra-
ture ordinaire. _ .

- Rincer & 1l'eau courante (alcaline) jusqulau bleu (au moins 2 mﬁ)

~ Différencier rapidement (environ 5 g) & 1ltalcool acide, jus-
qu'au rouge. '

(HCL & 4% dans l'alcool 70°). A

~ Bleuir & nouveau & l'eau courante. et observer au microsbope.
Si aoloration non satisfaisante, recommencer.,

~ Colorer 2 mn & 1'éosine & 1%

~ Rejeter 1'éosine et rincer 2 mn &, 1'eau courante...

~ Deshydrater et monter au Baume du Canada.

— Colorant : Hématoxyline .....2z;.aleoel wibsolu = 100 cc
Bau distillée .veas..es 100 ce ;
Glycérine sveeeessee... 100 cec
Acide acétique glacial ..... 10 cc
Alun de Potassium ....s.sme0.3 & (OU en exces)

Dissoudre 1'Hématoxyline dans l'alcool, puils ajouter l'eau. Met-

tre 1'alun et agiter jusqu'is dissolution. Compléter avec les au-

tres produits. o | ' T

Boucher le flacon d'une gaze et oxyder par exposition & 1'air

et & la lumidre en agitant tous les Jjours. ‘




Trensvaser dans une autre bouteille, bouchée normalement et
conserver dans un endroit chaud 3 ou 4 &émaines. Agiter de temps

en temps.
Ta solution reste stable plusieurs années.
Résultat : les noyaux sont colorés en bleu.

3. Coupes histologiques d!'Anophéles entiers

Tuer 1'insecte aux vapeurs d'acide osmique

Fixer 1 54 2 h au C%rnoy ou au Schaudﬂﬂn 5-24 4,

Laisser 12 H dans l‘alcool ) 90°

Piis alcodl absolu : 2 bains d'l h.

Mettre dans le mélange benzoate de methyle + 1% de 031101-
dine Jusqu 3 ce que l'insecte ooule (12 24 h).

- 2 bains 4'1 h dans le benzéne.

Inclure comme d'habitude apres plusieurs bains de parufflne.
(Si 1'inclusion est faite dans un verre de montre, ne pas
oublier de 1l'enduire d'albumine de Mayer).

- Les coupes pourront &tre colorées soit au Giemsa, soit -
% 1'Hematoxvline de Bhrlich, soit au Feulgen. (hydrolyse = 8 mn).
Cette technique de double inclusion est valable pour tous les in=-

sectes ainsi que pour les tissus de Vertébrés.

Bibliographie.

- Laboratory technique for the study of Malaria
P. Shute: and M. Maryon - 1966, -.
J. and A. Churchill Ltd.
- Mafria Parasites - P C ¢ Garnham. 1966. Blackwell.
~ Notes L.S.T.M.H.
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1V -~ Babesia -~ Haemogregarines

Les techniques de coloration, btant chez le Vertébré
que ches le vecteur restent les mémes que pour les Pleasmodium.

Les passages sur animaux de laboratoire se pratiquent

aussi de la m8me facon.

Rappelong simplement que, dans le cas des Babesia,
il faut que le Vertébré donneur présente de nombreuses formes
de division pour que le passage "prenne",
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V - Trypanosomes

Les Protozoaires du Genre Trypanosoma peuvent se ren-
contrer dans les 5 classes de Vertébrés ; cependant, seules,
les espéees affectant les mammiféres supérieurs peuvent é&tre pa-
thogénes et ont une grande importance médicale et vétérinaire.

Nous allons donc donner gquelques techniques concernant

ces dernidres,

1. Btude et entretien des souches sur alrimaux de laboratoire

La plupart des Trypanosomes de Lla section Stercoraria
sont étroitement spécifiques et, pour cela, ne peuvent s'entre-
tenir sur les animaux de laboratoire. Seuls T.cruzi et T.rangeli
qui peuvent infecter des hdtes trdés varids dans la nature sont

susceptibles d'étre entretenus sur Rongeurs.

Par contre, tous les Trypanosomes de la section Saliva~
ria (3 part T.suis et T.uniforme) peuvent passer sur animaux de

laboratoire.

La liste de ceg hdtes artificiels s'établit comme suit

T. vivax - Rats (difficile) .
T. congolense - Rongeurs (Toutes les souches ne sont

pas infectantes) -
T. simiae - Cercopithéques (treés pathogdnes)

Lapins splenectcnisés.
T. brucei - Rongenrs, lapins, singes
T. rhodesiense -~ id
T. gambiense - Rats (en intratesticulaire)

Rhesus et Cricetonys.




T. evansi -~ Rongeurs

T. equihum - Rongeurs
T. equiperdum' - Lapins (intratesticulaire)
chiens.

Pour effectuer les passages, on préléve une goutte de
sang & la queue d'une gouris infectée avec une pipette & double
effilure et on 1'injecte dans le péritoime d'une souris neuve

Bien que les souches, une fois ingtallées, soient assez .
faciles & entretenir ; ce svsteme de paééé;géMrepétés presente i
de nombreux -inconvénients ; ainsi, au bout de quelques passages,
les souches de Trypanosomes du groupe Brucel deviennent monomor-

phiques et perdent leur pouvoir infectant pour les Glossines.

Colorations : Les Trypanosomes se colorent sur frottis, au

Giemsa, pendant 30 mn, avec de 1l'eau tamponnée & pH = 6,8.
49 cc de M de Nap HPOyg t

15
51 cc de M KH2 PO4_

oac st ns it

15

+ 900 cc ezu distillée.

Ia technicue au "Giemsa-salé" (pH = 7,2 — 1 h) donne également
d'excellents résultats ; en perticulier elle permet de voir net-
tement départ du flagelle du kinetoplaste, ‘et fait admirablement
ressortir les grains de volutine.

Précisons que dans le cags de T.cruzi, les frottis doi-
vent &bre trds épais, car ces Protozoaires 'sont trés fragiles

et un étirement excessif du sang les  endommage fortement.
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Pour ce dernier Trypanosome, on pourra également étu~
dier le développement des pseudokystes dens le coeur du Verté-
bré : ,

- Fixer un morceau de coeur au Formol salé et colorer & 1'Héma-
toxyline de Ehrlich, om bien fixer au Carnoy et colorer au

Giemsa.

2. Infection des Vectéurs.

A - Balivaria : groupe brucei

Les Glossines sont conservées dans de petites cages for-
mées par un parallélépipdde de fil de fer soms tendant un tissu
% mailles trds lAches. Le cobaye infecté, représentant un pre-
mier passage de préférence, aura l'abdomen rasé, puls sera en-
dormi au Nembubal (1 cc pour 2,250 kg de poids, intrapéritohéal~-w

ou intraveineux).
TLa cage de Glossines sera posée sur la partie rasée.

Tes Glossines s'infectent le premier jour aprés leur
éclosion et léeur pourcentage d'infechation décroilt ensuite pour:
&tre pratiquement nul le 4e jour, car la membrane péritrophique
est alors complitement développée et empeche les Trypanosomes de
poursuivre leur cycle.

I1 est donc tres important d'utiliser des Glossines
nées le jour néme, que l'on obtiendra facilement par l'éclosion
artificielle : lorsque on aura eu 25% d'éclosions naturelles
dans un méme lot de pupes, on pourra faire éclore artificielle-
ment les pupes restantes en découpant délicatement une calotte




autour du pdle arrondi et én pressant légerement pour faire sor-

tir ls mouche.

TLe pourcentage d'inféction sera plus élevé si les pupes
utilisées ont été conservées b 25 ~ 28°C ; ce pourcentage d'in-
fection excddera rarement 10%, cé qui constitue tout de méme un
bon résultat si 1'on cohEidsre ‘due’ dans les conditions naturel-
les seulement 1 & 3% des mouches sont infectées.

Les Trypanosomes pourront &tre observés entre le be et
le 10e jour dans le proventriciule ¢t entre le 30c et le 35e jour
dans les glandes salivaires. e : -

I1 suffira de nourrir des Glossines porteuses de Trypa-
nosomes métacycliques sur un animal neuf pour déclencher une nou-
velle infection. S '
TLe sang de 1'animal positif sera congelé pour conserver
" la souche, puls on pourra faire des passages, des mises en cul-
ture, ou infecter & nouveau des Glossines. ‘

Les Trypanosomes chez le Vecteur seront colorés au Giem-
sa, sur frottis ou étalements, 30 mn & pH 6,8, '

Les coupes de Mouches seront effectudes et colorées de
la méme fagon que les coupes d'Anopheles.

B -~ Stercoraria : T. cruzi

- Les Triatomes (T. infestans, Rhodnius prolixus) sont
élevés ‘dans des cylindres de verre contenant un carton plié plu-
sieurs fois afin de simuler des fissures, bouchés d'un cdté par

i



un- licdge, et de l'autre par une grnze tendue..

Pour les infecter, il suffira de poser la cage sur un
animal (ex : cobaye) porteur de' Trypanosomes.,

B ‘I'infection pourra avoir lieuméme si 1l'on utilise une
~yieille souche, car le pouvoir sinfectieux de T.cruzi, & 1l'opposé
du groupe. brucei, n'est pas altéré par”de nombreux passages sur

animaux de laboratoire.

De méme, 1'Age des Triatomes utilisés n'est pas impor-
tant car ils peuvent s'infecter & tous les stades (6 stades lar-
vaires a2vec un repas de sang & chague stade).

‘ .- Aprég 8 & 20 jours, on dissequera les Triatomes et on
cherchera les Trypanosomes dans 1'intestin postérieur. On pourra
alors confectionner des frottis que l'on colorera au Giemsa et
infecter dlautres mammifdres en inoculant intraperitonéalement
quelques Trypanosomes prélevés avec une goutte de sérum physiolo-
gique.

L'infection pourra aussi se produire chez le Vertébréd
. s s . . . Ges
si on effectue des scarifications sur l'abdomen et si on y dépose
excréments prélevéds dans 1l'intestin postérieur des Triatomes et

contenant des Trypanosomes métacycliques.,

3 - Congervation des Trypanosomes par congélation

On peut utiliser le méme procédé de conservetion dans
des ampoules gcellées gque nous avons indigué pour les Plasmodium;

mais en agissant ainsi, le sang d'une souris donnant environ




deux: ampoules, la souche ne peut &tre utilisée que deux fois.

I1 vaut donc mieux employer la méthode de Cunningham, Lumsden
et Webber (Experimental parasitology, 14, 280-284, 1963), qui
consiste a répartir le sang dans unc quinzaine de tubes capillai—

res. On pourrs ainsi faire de noubreuseu cxperlences avec la

méme Souche.

Technigue : Prélever le sang au coeur avec une seringue héparinéde
et compléter le volume avec de la glycerlno pure de tell@ sorte
qu'elle soit & 7, 5@ par rqpport au sang.

Puis répartir le sang dans des tubes caplllalres d 'une
dizaine de contlmetres de long.’ '

(Veiller & ce que le sang ne remﬁlisSe pas le tube en-
tierement, pour éviter qu'il soit altéré ensuite par la chaleur).

Sceller ensuite les tubes & la petite flamme d'un Bun-
zen et les placer dans un tube a essai rempli d'alcool absolu,
qui est lui méme introduit dans un mélange de carboglace et
d'alcool. '

Pour les manipulations pratiques, on se procurera l'ap-
prreil dont la description est donnée par la communication de
Cunningham et Lumsden citée plus haut.

4 - Cultures

A = SBtercoraria @ L ey

_Les Trypanosomes de cette section (ex : T. cruzi) se

cultivent trés bien sur milieu NNN,



Ce milieli convient également & la culture des Leishma-
nies et méme & des flagellés libres tels que les Bodonidés.

a) ~ Milieu NNN
Préparation dé la gélose 3

!

Utiliser ¢ 5 g de Gélose Difco
3 g de ClNa.
500 cc d'eau distillée.
~ Dissoudre le ClNa dans l'eau, puis chauffer.
- Ajouter la gélose iorsque 1leau salée frémit et remuer
jusqu'd dissolution complete. o
~ Répartir en tubes de 17 & raison de 5 cc.par tubes
- Stériliser & l'autoclave & 120° pendant 20 mn.
-~ Conserver & + 5°C,

Ponction cardiague

- Prélever stérilement le sang (environ 40 cc) au coeur du lapin,
& la seringue de 50 cc paraffinde

- Verser le sang dans un flacon contenant du citrate de Na & 1%
sterile (3 cc pour 40 cc de sang)

~ Ajouter extemporandment 250.000 U de Pénicilline.

- Agiter le tout un moment (mouvements circulaires)

- Conserver 3 + 5°.

Mélange gélose-sang

- Réchauffer les tubes de gélose et flacons de sang 2 heures
a4 la température du laboratoire.

~ Tiquefier la gélose au bain-marie, puls maintenir la tempéra-
ture aux environs de 45°, ' '

- Verser 1 cc de sang dans chaque tube (par série de 10).




¥

I

Mettre 1es tubes gélose + sang en attente dans un bain-marie
3 F0°c. |

-~ Agiter les 10 tubes d'un mouvement circulaire, en évitant la

formation de bulles.

- Laisser refroidlr en position inclinée.
- Aprds la prise de la gélose, éprouver la stérilité 24 h & 37°.
- Conserver & + 5°C (3 & 4 semaines maximum) . S c

Engsemencement

- Ajoﬁter un peu d'eau physiologicue & 1'eau de condensation qui
est déja au fond du tube.

- Prélever par ponction veineuse 6 ou 7 cc de sang au patlent
avec-une seringue contenant 1 cc de quumlde Roche- -

- Vel'mger et distribuer & raison de 0,5 cc par tubes. Puis con-

server & l’etuve a 25 - 280, ‘

- Examiner les tubes 3 partir du 10e jour.

Coloration : Etaler une goutte de culture sur lame, lais-
ser sécher
Colorer, comme un frottis, au Giemsa 15 mn & pH = 6,8.

3

b) - Culture des formes amastigotes

Oh'peut étudier la fransformation de formes flageilées
en amastigotes en ensemencant ces formes flagellées dans une cul-
ture de macrophages de souris.

- Culture de macrophages

~ Tuer la souris & 1'éther, la fixer sur le dos et laver 2
1'alcool.
-~ Ouvrir 1l'abdomen.
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-+A la pipette, rincer les intestins avec du milieu 199, puis
reprendre et verser le liguide dans des tubes & lamelles.

- Le lendemain, obsérver & la loupe si les macrophages soht
fixés sur la lamelle, puls changer le milieu. |

~ Chenger le milieu ensuite tous les 8 jours.

- Culture des amastigotes

-~ Ensemencer avec des T. cruzi prélevés dans 1'intestin posté-
rieur d'un Triatome et incuber & 37°. S e e
Le lendemain on pourra observer de nombreux amastigotes dans
les macrophages. ' o |
~ Coloration : Danms.le tube & lamclle ) -
~ Fixer 4 mn 3 i'alcool méthylique
- Colorer 30 mn au Giemsa (8 gouttes pour 5 cc d'eau neutre)
~ Retirer la lamelle, rincer, sécher et monter é!l'euparal
vert., - ' '

B - 3alivaris

- Arant,

4 titrer d'exemple nous allons donner deux milieux pou~-
vant servir 1'un & l'lisolement et 1l'autre & 1'entretien de sou-~
ches de T. du groupe brucei et T. congolense. )

Ces milieux saont utilisés pour le diagnostic de la Trypanoso-

miase humsine.

a) Pour 1ll'isolement : Milieu d'Alneida

- Gelose 2 g
ClNa 8,5 g
eau distillée ¢ 1000 cc

€




2y

Disgoudre au bain-marie.

i

Répartir-& raison de 4 cc. par tubes de 17.

I

Stériliser & 110° pendant 20 nmn.

I

Ajouter & 50°C, 2 cc de sang total humain citraté.
Placer les tubes a ~ 20° pendant 48 h puis decongeler pour pro—
vogquer 1'hémolyse des hematies. ' - : L

b) Pour le maintien : Milieu de Tobie, von Brand et Mehlman,1950.

- Phage solide.

- Dlssoudre l 5 g Bacto - beef (Difco) ;-2, 5 g Bacto—peptone
(Difco) s 4 g de NaCl et 7,5 g Bacto-agar. (Difco) dans 500 cc
dteau distillée. |

-~ Ajuster le pH & 7,2 - 7,4 avee de 1'hydroxyde de sedium
et ﬂutoolaver & 110° pendant 20 mn. . |

- Refroidir & 50°C et qaouter le sang total de lapin ou hu-
main citraté (61trate de sodlum stérile & 0,5%) et inactivé (30 mn
& 56°Q), @ans la‘propbrtion de 25 .cc de sang pour 75 cc de solu-
tion de base. o

_~ Répartir & raison de 5 cc par tubes et laisser solidifier
en position inclinée.

- Phasge llqulde

- Solution de Tocke modlflee ¢t Na (1 =8g ;3 KC1 =0,2 g3
Ca Clo :.0,2 g.3 K Hp POy : 0,3 g ; glucose = 2,5 g ; et un litre

d'eau dlstlllee.fn o

- Sterlllser par filtration sur bougle Chamberlaln L3 QU
autoclavage .

- Ajouter-2 cc-de solution dans chaque tube et les boucher

avec un coton entouré de gaze.
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- Aprds ensemencement les tubes sont incubés & 24 - 25°C.

Ia population maximum est atteinte entre 10 et 14 jours
apres l'inoculation.

iagnostic des Trypanosomiases humaines

A~ T

rypanosomiase africaine

- Lésion primaire : Dans le cas d'une infection rdcente on pour-

Ta

détecter les’Tr&panosomes en exam’nant le liquide fourni

par une piqlre du chanere d'incculation.

- BExa
tes

men du sang 3 A‘frais, entre lare et lamelle ou en gout—~
cp11sses colorees selon la methoce de Maclennan (1957 -

Trans.R. Soc. Trop. Med. Hyg. 51 30 )

dégat

g tou

goutt

Effectuer les gouttes epalsses en lalsser sécher.
Préparer le colorant : Giemsa & ]O% dans 1l'eau tamponnée
& pH = 7,2‘.

Plongéf la lame 1 seconde dans le bleu de méthyldne =ac-
queux & 0,5%

Rincer a
(30 mn) ,
Iaver rapidement & 1'eau courante et lalsser sécher.

1'eau courante et placer la lame dans le colorant

Le bain préliminaire de bleu de méthyléne réduit les

s causds aux Trypanosomes durant la coloration au Giemsa.

Les Trypanosomes ne se trouvent pas tous les jours et
tes les heures dans le sang ; on a donc intérét & faire des

es époisses 3 jours de suite.
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Pour avoir plus de chances de trouver les Trynanosomes on peut S

aussi f11re la trlple centrlfugatlon de Hoare

Centrifuger le sang veineux 7 mn & 1000 t/mn

~ Décanter le surnageant dans un second tube et centrifuger
10 mn & 1500 %/mn. R |

- Décanter & nouveau le surnageant dens un troisiéme tube et

centrifuger 15 & 20 mn & 2000 t/mn,‘ |

Examinef le culot entre lame et lamelle.

L'examen du sang est de 'ﬂemiéxe importance pour T.rho-

desiense car les formes paras1tes du sarg sont toujours en nombre
suffisant pour &tre décelées.

- Examen des glandes lvmphatiques : Dans le cas de T.gambiense,
l'examen du ligquide obtenu par poncticn des glandes lymphati-
gues est une des plus slires méthindes Ce diagnostic pendant les
premiers stades de la malndie. (Résultats positifs dans 90%
des cas).

- Exemen du 11qu1de cerebrosplnal s effectuer une ponction lom-

baire, centrifuger et examiner.

- Inoculation d'animemx de laboratoire : Cette méthode est de
valeur incer%aine car T.gambiense pasée_parfois difficilement
sur les animaux de laboratoire s on peut cependant essayer
d'infecber des rats par inoculations intratesticulaires.

Les Cercopithéques s'infectent mieux mois colitent trop cher.
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~ Cultures : La mise en culture est égelement une méthode de
valeur relative car seules les souches transmissibles par le

vecteur réussissent en culture.

- Signes de présomption
- Réaction de fixation du complément
~ Leucoformolgelification : )
Dans un tube & hémolyse contenant 1 ou 2 cc de sérum 3 tester,
ajouter 2 ou 3 gouttes de formol: agiter largement pour mélan-
ger. _
Résultats ¢ Prise en masse etlacteséence_appéraissant 2
- au bout de 5 mn = +++ |
- avant 30 mn = + (douteux)
- au~dela de 30 mn= -

B — Trypanosomiase américaine

- Examen du sang : On peut déceler les Trypanosomes en gouttes
épaisses mais seulement dans les cas aigus.

- Cultures : T. cruzi se développe trés bien sur milieu NNN
mais il faut que les Trypanosomes soient relativement nombreux
dans le sang pour que la culture preme. ’

- Xénodiagnostic ¢ On nourrit un T. infestans de laboratoire
sur le malade. Aprés 10 jours on presse le Triatome pour le
faire défeguer sur lame et on examine, .

Paire de méme aprés 20 jours.

Avec Rhodinus prolixus : disséquer aprés 15 jours et
chercher les flagellés dans 1'intestin.
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Le Xénodiagnostic est le meilleur procédé de diagnos-

tic de la trypanosomiase américaine,

- Diegnostics sérologiques.

- Réaction de fixation du complément

- Test d'immunofluorescence.




V1 - Leighmanies

Tes Leishmanies sant des Protozoaires parasites des macropha-
ges et des cellules du systéme réticulo-endothélial de Lézards,
de Rongeurs, de Carnivores et de 1'Homme.

Les vecteurs appartiennent au genre Sergentomya pour les ‘para-.
gsites de Reptiles et aux genres Phlebotomus et Lutzomya pour
les parasites de Mammiféres.,

Ies Leishmanies débterminent chez 1'Homme le Kala-Azar,
le Bouton d'Orient, ainsi que les Leishmanioses américainess

1 - Isolement de la souche & partir des réservoirs de virus

Les principaux hbtes réservoirs des Leishmanioses hu-

maines sont les chiens et les rongeurs sauvages.

Chez ces animaux, les différences entre Bouton d'Orient
et Kala Azar sont moins marquées gue chez 1'Homme, car dans
les deux cas ils peuvent présenter des lésions apparentes et
des invasions viscérales.

a) Pas de lésions apparentes

- Rongeurs

- Tuer 1l'animal & 1'éther

~ Aseptiser & 1l'alcool

-~ Ouvrir du cdté ventral

~ Chercher les ganglions ou organes anormaux et prélever la
rédte et le foie,




@
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Placer chaque préldvement dans un tube” stérile contenant quel-

gues cc d'un mélange : 20 cc de sérum physiologique +

250.000 U de Pénicilline. | |

Puis,’ sectlonner un tlbla au ciseau

Prélever la moelle & la plpette,

Mettre en tube comme precedemment,

Le contenu de chague tube est broyé, pﬁis une partie est mise
en culturé sur milieu NNN, 1'autre est inoculée par voie in~
trapéritonéale & des cobayes. '

Chiens
- Anesthésie

Dénuder la veine saphéne (patte arridre).
Y placer un trocart de salmon

Injecter une solution de chloralose b 1% dans du sérum phVS1o—
logique, selon le poids du chien 4 raison de 0,10 g'de chlo-
ralose por kilog.

Recherche des parasites

Effectuer une biopsie de peau & la face inférieure de la queue
et faire des eppositions que l'on coloreran au Giemsa (45 mn -
pH = 7,2)
Couper la pointe d'un ongle et recueil llr une goutte de mu-
gqueuse unguéale - Etaler et colorer av Giemsa.

Introduire un coton monté dans uie narine et: frictionner 1ls
muqueuse ; puils etaler sur lame et colorer. . ‘
Paire des app081t10ns avec deg biopsies de f01e, rﬁfé, moelle
osseuse et ganglions. '



Isolement des parasites

-~ Chercher les ganglions anormaux et les ponctionner, & la se-
ringue, en injectant puls en reprenant plusieurs fois du sérum
physiologique. Mettre en culture sur NNN et inoculer & des co- - -
bayes . L

- Prélever des morceaux de rate, foie et moelle ; broyer, en tu- N .
bes, dans le mélange sérum physiologique Pénicilline -~ Mettre

culture et inoculer b des cobayes.

b) Lésions apparentes

On prélévera le pus dans les lésions. On pourra 1'étu-~

dier sur frottis et l'inoculer & des animaux sains.

2 - Entretien des souches sur animaux de laboratoire
Ties meilleurs hétes de laboratoire sont le hamster, le
cobave, le chien, le loir, le merion et le cotton-rat.

Pour effectuer les passages, on.inoculera par voie sous
cutanée (du dos) ou intrapéritondéale les broyats de rite, foie,
moelle osseuse dilués dans le sérum physiologicue.

3 -~ Infection des vecteurs

Les Phlébotomes gorgés sir animal infeeté sont dissé--
qués au bout de 8 jours, dans une goutte de sérum physiologique.

Ecraser le pharynx et l'intestin antdrieur pour libérer

les Leptomonas.
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4 - Conservation,par le froid.

Prélever la phasé liquide du.milieu et contentrer les
Leptomonas par centdifugation & 2500 t/mn pendant 5. mn ;
ajouter 10% de glycérine pure. .

Placer dans des énmoules scellées e} conserver par immersion
brutale & - 70°. - |

Tes ﬂeptomonas peuvent rester en vie pendant 1 an et deml.

~ Décongeler brutalement & 40°,

5 -~ Cultures

Les Leishmaniés se cultivent sur milieu NNN & 22°C.
Les formes dbteﬁues sont des promastlgotes qul se developpeﬂt
en voile & la surface de la phase llqu1de. rrre
Le repiquége doit avoir lieu tous les 7 jdurs
Pour le dfgnostic : il faut ensenencer . tubes et poursulvre, le
cas échéant, les repiquages pendant 5 semaines.

Pour colorer : il suffit de prélever une goutte de.
culture, l'étaler sur lame et traiter comme un frottis., (Giem-
sa - pH = 7,2 - 25 . mn).

Les modifications de la virulence des souches de
Leishmanies en culture sont fonctlon de l'esPece : ainsi les
gouches de L., donovani perdent rapldenent TJeur v1rulence tandis

cue celles de L. tropica la conservent indéfiniment .




Les mammiferes peuvent 8tre inoculés en intrapdrito-
néal ou en sous cutané 3 partir des cultures.

Tes Leishmarnies peuvent &tre cultivées sous forme
amastigote dans des cultures de macrophages de souris sur mi-
lieu 199 (voir T. cruzi) Tamy (T.P) arrive dinsi 3 boucler to~
talement "in vitro" le cycle : amastigote-promastigote-amasti-

gobe.

6 ~ Coloration du flagelle

Le flagelle des Leptomonas ocu le rhizoplaste des Leigh-
manid peuvent se colorer de la facon suivante :
~ Fixer pendant 10 mn'le frottis au sublimé alcoolique de
Schaudinn,
(solution saturde acqueuse de sublimé = 2 parties
T ‘alcool absolu = 1 partie)
~ Rejeter, vecouvrir d'alcool iodé et renouveler jusqu'ia non dé-
coloration. -
~ Eliminer 1'iode par 1l'alcool 90°
- Sécher . '
- Rectuvrir dé ‘sérum de cheval (10 mn)
- Bssorer rapidement, puis colorer au Giemsa & 10% pendant 1 h.
-~ Rincer et laisser sécher,

7 - Diagnostic des Ieishmanioses humaines
- Bouton d'0Orient

~ Torsque le Bouton n'est pas ulceré, les amastigotes sont
trés nombreux ; on peut piquer la lésion, presser et recueillir
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l'exsudat ou bien planter une pipette et aspirer, puis.effec—

tuer des frottis avec le pus et examiner.

- 81 le Bouton est ulcéré, les parasites sont rares. I1 fau-
dra piquer les bords de la lésion et examiner une partie du pus, -
aprés coloration, et mettre 1'autre en-culture.-

- Leishmaniose cutaneomugueuse

Effectuer des frottis et appositions avec des ponc-
tions ganglionnaires et des biopsies cutanées de lésions.

Le test de Montenegro permet de distinguer l'affection
d'une dermatomycose :
inoculer intradermiguement 100.000 promastigotes dans le phe-
nol-sérum salé a 1%.

Si la réaction est positive on obtient 48 h plus tard
une papule palpable de quelques mm de diametre.

- Leishmaniose viscérale

I1 est possible de déceler les quelques rares parasites
du sang par la méthode de Ross : effectuer un frottis que 1l'on
arréte brusquement, et chercher les macrophages parasités sur
cette ligne.

T1 est tout de méme préférable de colorer et mettre en
culture des biopsies de foie, réte et moelle osseuse.

Tests sérologiques : Formogelification
Fixation du complément
Immunofluore scence.
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. Protozoaires parasites des cellules

réticulo-endothéliales et musculaires

Dans ce chapitre, nous traiterons deux genres dont le cycle et
les affinités systématiques sont encore mal définis : Toxoplasma
et Sarcocystis.

Le "Comitee’ on Taxonomy and Taxonomic problems of the
Society of Protozoologists" (1964) les classe ainsi ¢
Subphylum SPOR0OZOA
Classe Toxoplasmea:

Genre Toxoplasma
Genre Sarcocystis.

A) - Genre Toxoplasma - .

Ce genre comprend une seule espsce (T.'gohdii) de épé—
cificité trés large et pouvant infecter de nombreux ‘Vertébrés &
sang chaud. . L ' ' |
Chez 1l'homme elle détermine la Toxoplasmose.

Les Toxoplasmes parasitent les macrgﬁﬁagés et lyﬁpﬂé_
G cytes, le systéme nerveux central (cerveau), et les cellules
musculaires.

T

1 - Entretienvde la souche

a) sur animaux de laboratoire

La plupart des animaux de laboratoire (cobayes, lapins, singes,
rats, chiens) peuvent s'infecter, mais 1'animal de choix utilisé

pour le diagnostic comme pour entretenir la souche est la souris.




Pour effectuer les passagesiéfinjecter 3 1a seringue
du sérunm physiologique"dans le périoime de 1la souris infectde,

puis reprendre et inoculer intrapéritondalement les souris

vierges.

" b) par congélation

Injecter 1 cc de serum physiologlque dans le péritoiRe de la
souris ; reprendre et mélanger dans la seringue avec 7,5 cc de
glycérine pure., '

Mettre en ampoules, sceller & la flamme et conserver dans 1'a~-

zote liquide ou la carboglace.

2 - Colorations

‘Zoites : Déposer sur lame une goutte de sérosité périto-
néale, prélevée & la seringue, et étaler ou faire un frottis.
Colorer au Giemsa (25 mn - pH = 7,2)

Kystes : Prélever le cerveau de la souris, effectuer des
coupes et colorer au Giemsa ou & 1'Hématoxyline de Ehrlich.

B) - Genre Sarcocystis

Les représentants de ce genre se trouvent chez les oi-

seaux, les mammiferes herbivores et 1'homme.

Te seul stade du cycle connu est le kyste, parasite du

coeur et des muscles.




gigues de muscles parasités.

On range & et é-des Sércoc&étis'les genres ~Besnoitia
(parasite du bétail) et l'organisme M (parasite du Campagnol.).

“L'étude de ces Protozoaires se fait sur coupes histolo-

A titre d'exemple, on pourra effectuer des coupes de coeur de

mouton, qui sont parasités & 90% par S. tenells.
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Protozoaires parasites du tube digestif

-k

Lés‘techniques expoéées dans ce chapitre sont essentiellement des
‘techniques de FProtozoologie humaine, mais, le cas échéant, elles
peuvent &tre appliquées & 1'étude de Protozoaires pérasites dtani-
maux. o ‘
Les Profoz&aires du tube digestif de 1'Homme appdrtien—
nent aux groupes suivants :
1 - Flagelles

Trichomonadines ~ Trichomonas
Retortamonadines -~ Chilomastix .
Dirlozoaires - Giardia

11 - Rhizopodes .,
Walkampfidae - Iodamoeba
Dientamoebidae ~ Dientamoeba
Entamoebinae -~ Entamoeba, Endolimax.

111 - Sporozoaires

Eimeriidea - Isospora
1V - Cilies

Balantidium

A - Examen des selles

1 - Prélévement &t transport

TLes matidres fécales, aussitdt émises, sont prélevées et
placdes dans un récipient en carton paraffiné a large ouverture.
T1 est nécessaire de toujours laisser un espace vide important et
de ne pas fermer hermétiquement & cause des dégagements gazeux.




L'examen des selles doit &tre fait le plus rapidement possible ;

s'il ne peut &tre effectué immédiatement, on a intérét é(conserf_'
ver les selles dans un endr01t frais.,

Pour les conservations .de 1ongue duree, les selles sont flxees

et préservées dans une.sglutlon de Formol du commerce 3 10% dans
l'eau ; ou mieux, dans un mélange de Formol & 10% (9 parties) et
de Glycérine (1 .partie). h

2 -~ Recherche deg paragites apres enrichissement. .

Afin d*éviter toute perte de temps e% d'augmenter ses
chances de trouver les parasites, il vaut mieux, d&s le débit,”
procéder & un enrichissement des selles. -

- Methode de Ridley et Hawgood
(1956.l J. Clin. Path. 9, 74)

Cette méthode a 1'avantage de concentrer, environ 30 fois,.toué
les kystes de Protozoaires et oeufs d'Helminthes sans exception :
elle ne les altere pas ; elle détruit les Blastocystis et ne
prend pas p}uéwdé€5vﬁn. ' R

- Fmulsionner dans un mortier environ 2 g de matidre fécale dans’
10 cc d'eau distillde. A : |

- Verser & fravers un tamis (maille : 0,6 mn) dans un tube 3 cen~
trifuger. o - | SRR | |

~ Centrifuger 2 & 3 mn & 2500 t/mn. S

- Jeter le surnageant et ajouter du formol salé & 10% de telle
sorte que le liquide arrive & 2,5 cm de l'ouverture du tube.

- Emulsionner avec un agitateur.




- Ajouter environ 3 cc d'éther et agiter vigoureusement.

- Centrifuger 2 mn & 2000 t/mn.

- Bliminer le surnageant ainsi que le dépét de dévris qui
s'lest formc 3 la surface de séparation des deux liguides.

- Delaver le depot situé au fond du tube dens la goutte de llqul-
de restante.

- Examiner une goutte de ce dépdt entre lame et lamelle.

Si des kystes de ProtoZoaires sdnt-décelés;-examiner,-entréﬂiémé'
et lamelle, une goutte de ce dépdt mélangée & une goutte de
Iugol fort - | “
Formgle : Iode = 1 gf
Todure de X = 2 g
Bau distillée = 100 cc
Dissoudre 1'Iodure de X dans environ 5 cc d'eau distillée, ajou—-—
ter ensmite 1!'lode et dissoudre ; puis compléter avec le reste
d'eau distillée. :
Le Ingol met en évidence les noyaux dans les kystes.

S'il y a des kystes d'Amibes dans le dépdt, on utilisera la
méthode de P.G, Sargeaunt pour colorer les chromatoides et faci-

liter ainsi le diagnostic.
(1962, Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg, 56. 12)

Colorant : Vert Malachite = 0,2 g . . ‘ y
Acide acétique glacial = 3 cc
Alcool 95° = 3 cc k

Dissoudre le Vert Malachite dans 1'alccol, ajouter llacide acéti-
que et compldter jusqu'ad 100 cc avec-de lleau distillée.
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Mélanger une goutte du culot avec: une goutte de- colorant
et examiner entre lame et lamelle. Les contours de kystes,.les ..
membranes nucléaires et les centrosomes sont colords en vert
clair ; les chromatoides sont colgrés£en(vert foncé, CoL

. il . L
Cette méthode ne marche pas"directement ou apres une
autre méthode de concentration. IL'acdtion préliminaire de’ 1! éther
sur les kystes semble &tre ndcessaire. S

3 - Examen direct’

A frais : Homogeneiser uh Petitfragment de selles dans une
goutte d'eau physiologique On ﬁéut observer ainsi, entre lame
et lamelle, la motilité des Protozoalres : pseudopodes, flagéelles,
membranes ondulantes. B .

Au Lugol : Délayer un peu de selles dans une goutte de Tugol-
et examlner entre lame et lamelle.’ ' ‘ '

1 o

4 ~"Colorations

Tes Amibes et Flagellés intestinaux se colorent, sur
frottis humides, soit au chlorazol, soit & 1'Hematboxyline. .~

- Frottis humide : Pour confectionner tn frottis, il est possible
d'étaler sur lame unlpeu de matidre fécale & 1'aide d'une baguette, -
maig nous préférons la technique suivante : Prélever trds peu de
selles sur un baAtonnet et tracer des stries paralldles, fines et
assez rapproohees, sur une lamelle. Aprés coloration, les parasi-

tes seront examinés sur les bords dés strles, dans les zones de.
moindre épaisseur.



TI1 est trés important de fixer le frottis immédiatement aprés
sa confection.

~ Coloration par le Chlorazol -~ Technigue de Kohh (1960)
dtapres L. Lamy

I. Colorant : Chlorazol Black E =5 g
ITI. Solution de base : Alcool éthyligue 90° = 170 cc
Alcool méthylique = 160 cc
Acide acétigue glacial = 20.cc --- =~

Phénol liquéfié = 20 cc }
Acide phosphotungstique & 1% = 12 cc e
Eau distillée -jusqu'd = 1000 cc

Le chlorazol;est broyé dans un mortier en ajoutant 1la solution
IT au fur et & mesure,; par petites quantités.
Le tout est placé dans un' flseon en verre blanc et laissé au

repos, & la lumidre pendant 4 & 6 semaines. Pendant ce temps, la

préparation murit, un dépbt se forme alors que la partie surna-
geante devient claire et de couleur rouge cerise. 51 le surhageant
ne s'éclaircissait pas, il conviendrait de recommencer la solu- - -
tion. On peut éventuellement accélérer le mirissement en placant

le flacon sous une lampe & U.V, C'est le liguide surnageant qui
est utilisé pour la coloration.

Les frottis humides sont plongss directement dans le
colorant et maintenus ainsi quelgues heiures, puis montés au Baume
du Canada, aprés deshydratation.

Cette technique est intéressante car les 3 temps, fixa-
tion, coloration et différentiation sont réunis en un seul.



Le Chioragzol:-.colore en gris vert foncé-les noyaux, la chromatine
et leg caryosomes.

Cette coloration est valable pour tous Xes Proto-
zoaires intestinaux.

- Hematoxyline au Fer - Méthode alcooligue .

Cette coloration peut &tre aussi: bien-utilisée sur des
frottis de selles que sur des coupes histologiques..

Solution 4 : (Hematoxyline de Heidenhain)
Hematoxyline = 1 g N
Alcool absolu= 10 ce
Eau distillée= 90 cc
Thymol =1 crigtal., .. N

Dissoudre 1'hématoxyline dans l'alcool absolu, et aJouter en—
suite 1l'eau distillée.

Solution B : Alun de Fer = 4 g

100 ce :

1t

Bau distillée

Coloration :

"Fixer le frottis au Schaudinn, 20 mn.
Laver 10 mn & l’alcool 70° (congerva ion & ce sthe)
Iaver 10 mn & 1l'alcool’ 70° cortenan® assez de Gram's Iodlne
pour présenter ume couleur acajou = B
Rincer 10 mn & 1talcool 70°,
Mordancer 12 & 24 h dans :

Solution B = 1 partie

Alcool 50° = 10 parties



Laver 5 mn dans 1'alcool 70° pour éliminer ltexéés de mordant.
Colorer 24 h dens :

Solution A = 1 partie
Alcool T70° - = - 10 parties
- Différencier dans :
Solution B = 1 partie
Alcool 50° = 10 parties. ... ...

Rincer pendant deux heures dans plusieurs bains d'alcool &

700, pour éliminer 1'alun de fer,

Déshydrater et monter au Baume du Canada .

Gram's Todine = 1 g d'iode ' .
3 g d'iode de K
100 ce d'alcool méthylique.

Phosphotungstic acid Haematoxylin - Modifiée par W. Cooper

- Colorant : Eau distillée = 80 cc
Hématoxyline = 0,1 g
Dissoudre l'Hématoxyline dans un peu d'eau, en chauffant, puis
compléter avec le restant d'eau.
Ajouter 20 cc d'acide Phosphotungstique & 10%
Laisser mlrir plusieurs mois avant 1l'emplodl.

~ Coloration 3

- Pixer le' frottis humide au Schaudipp 30 nn

~ laver rapidement & 1l'alcool 70°

~ Pour réduire les sels mercuriques, immerger 5 mn dans un
mélange : alcool 70° + 3 & 5% de Lugol fort.
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- Pour &liminer 1'iode, placer pendant 5 mn dang 1'alcool é
70° contenant 3 & 5% de solutioh d'hypcsulflte de Sodlum
j 5/0. L o o e
- Laver rapidement dans l‘alcool 700; puis dans l'alcool
a 90°, ' o "
- Placer 5 mn dans 1'alccol absolu pour durcir les Proto~
zoaires, - - ' P
- Revenir graduellement & 1'eau distillée en passant par les -
alcools 70°, 50°, 30°, (1 mn dahs chaque). '
~ Placer la lamelle, vertlcalement dans un reolplent conte-~
nant le colorant et laisser pendant 12 h.
(81 le colorant est frais placer & 37° pendant la méme période).
- Laver rapidement 3 1'eau ordinaire, -deshyd rater  assez rapi-
dement et monter au Baume de Canada. . .

Cette technique est trés intéressante car il n'est pas
nécessaire de différencier ; elle donne les mémes résultats que
1'Hematoxyline de Heldenhaln et se prathue plus rapldement que -~
cette derniere, ‘

81 des Ciliés sont presents dans les selles, on peut
les colorer au Carinin acethue, qui donne une coéoloration géné- -
rale ; mais pour 1'étude du CInetomo, il est 1ndlspensable de
les imprégnert a,l'%rgent.

Impréenation & 1ll'argent, d'aprés Chathon et Iwoff

- - Prelever les Cllles et les laver dans 1'eau phV81olog1que,
en sallere. : -



-~ Lies placer dans 1'eau naturelle pour les faire gonfler.
(Surveiller & la binoculaire).

- Fixer tres rapidement au Champy.

Rincer deux fois & 1l'eau distillée

Mettre les Ciliéds dans le Da Famo saléd; il est alors pos-—

gible de les conserver longtemps dans ce Ffixateur.

- Rincer une fois & 1l'eau distillée.

- Mettre sur lame, éliminer 1'eau et enrober de gélatine sa-
1lée en faisant tomber une goutte sur les Ciliés et en étalant
avec la pipette. |

~ Recouvrir la lame de nitrate é’argent 3 3% et la placer &
1'obgcurité pendant 10 mn, o

- Rincer & 1l'eau et faire brunir sous lampe & U.V. sous mince
couche dleau distillée. .

- Lorsque le brunissement est suffisent, déshydrater et monter
au Baume du Canada.

salé: '
-~ Da Fano/: Witrate de Cobalt =1 g

Formol non neutralisé = 10 cc
C1 Na =1g
Tauw distillde = 90 cc

- Gélatine salée : 1 g de gélatine en feuilles.
10 cc eau distillée
Faire fondre et ajouter 20 gouttes dteau de mer.

B — FExamen de la bile

Ia bile est prélevée par tubage duodenal. On peut y rencontrer
des Giardia ou des Amibes dysentdériques que 1l'on met en évidence
par examen direct, examen aprés légére centrifugation ou mise

en culture.
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C - Examen de_la_bouche

Dans les préléevements effectués dans les espaces interdeﬂtairéé,

dons les caries-dentaires ou dans les crachats, on pourra obser-

ver des. amibes ou des flagelles. . S f'

Pour cesdeux parasites on peut fqlre des examens a frals, des

cultures ou des frottis colorés : '
Prottis humide - Hématoxyline pour Amibes

Frottis sec - Giemsa pour Trichomonas.
. &

D -~ Coupes histologiques

Lorsque les selles contiennent des Amibes dysentérigues, des
Ciliés du genre Balantidium ou des ookystes de Coccidies, il est
bon de pre‘tiquer des coupes d'intestin et de foie, colorées &
1'Hematoxyline de Ehrlloh, pour observer le developpement des
parasites-dans les tissus ainsi que la nature des 1es1ons

qutils provoquent,

B - Cultures
Milieu de Dobell et Laidlaw

Ce mllleu comprend ¢ un support coaguld de sérum de cheval,
une phase llqulde de Ringer-sérum et ur élément figuré (aml—-
don de riz). '

On peut le préparer soi méme selca la fechnlque exposée par
Tamy (Traité de Blologle Appliqués ~ Crap : X, p ¢ 511 ; Ed :
Ma101ne - 1963), mais on peut aussi llscheter tout préparé &
l’Instltut Pasteur. = T

Tt



I1 est présenté en deux parties : un tube de sérum
coagulé et une empoule conterant le Ringer total, le sérum 1i-
quide et 1l'amidon de riz.

Il suffit au moment de l'emploi de vider le contenu de 1'ampoule
bien agitée dans le tube de sérum coagulé et de laisser déposer
en rechauffant 30 mn & 1'étuve & 379,

Pour le diagnostic, on ensemencera le matériel & étudier
au niveau du dépdt d'amidon. La  culture sera examinée 24 heures
aprés l'ensemencement ; en cas de réponse négative, on pourra
la revoir eprés 48 heures.

Les repiquages seront effectués en prélevant, & la pipette, le
matériel situé au contact de 1ll'amidon et du sérum.

Te milieu de Dobell et Laidlaw convient & tous les Pro-
tozoaires intestinaux, excepté les Giardia, dont la culture,
particulierement délicate, peut &btre néanmoing effectude sur le
milieu de Karapetyan (1962).

Colorations

Les flagellés ne posent généralement pas de problémes particu-
liers, il suffit de déposer une goutte de culture sur lame,
étaler, sécher et traiter comme un frottis que 1l'on fixe &
1'alcool méthylique et colore au Giemsa - pH = 7,2 - pendant
25 mn.

I1 n'en est pas de méme pour les Amibes qui doivent
8&tre colorédes sur frottis humides, car ces Protogoaires adhé-
rent trés mal et les frottis se décollent le plus souvent au
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cours de la coloretlon..Lamy preconlse de melanger une micro-
goutte de sang frais, prelevee 3 1a queue d'une souris, & une
microgoutte de culture et de faire un frottls que 1l'on fixe 1m-

medlatement.
Notons que cétte $echnique donné également'de bons

résultats pour les Trlchomonas, flxes 3 1'acide osmlque avant-
la confection du frottis sec.
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Cas de Trichomonas vaginalis

Retherche deés parasites

Les glaires prélevées directement dens les culs de sat du vagin,
4 1'aide d'un cobton monté sont etudlees entre lame et lamelle ou
colorees au Glemsa apres etalement ‘
On peut aussi mettre en culture sur le mllleu de Thomas

Milieu de Thomas
(1964 - J., Med. Lab. Technol. 21, 46).

Formule : Foie proteolysé =_258& . -
Na C1 = 6,5 g
- - (lucose =.58&
Sérun.de cheval “inaétivé =" 80 cc.
Bau distillée = 1 l
Pénicilline ¢ = 1 mllllon U
Streptomycine = 0,5 g

Mélanger, ajuster le pH & 6,4 et stériliser par filtration
(Millipore).

Remplir compl&tement les bouteilles de Mac Oartﬁey et visser
fortement le bouchon, pour obtenir des conditions partiellement

anaerobiques. Apres 1'ensemencement, incuber les cultures a 34°
ou 37° et examiner aprés 24 ou 36 h.

Les Candida peuvent se développer sur ce milieu, mais
sans nuire aux flagellés. Cependant, pour les éliminer, on peut
ajouter de la Nystatine.

Le milieu de Thomas peut &tre aussi bien utilisé pour le

diagnostic que pour le maintien des souches.




IMMUNOLOGTIE

- IMMUNOELECTROPHORESE selon GRABAR et WILLIAMS

-

1. Préparation de la solution antigénique

. et La mnthode d'extraotlon des antlgenes Joue un role prl—

. mordial dans la pratique 1mmunoch1m1que. 11 faut en effet extrai-
re toutes les fraotlons_antlgenlques_solublea:enkev1tant les caus~
ses de dégradation ou de dénaturation pouvant entrainer des va-
riations de leur activité immunologigue. e
- L'antigéne brut est congelé rapidement et lyophilisé. La rup—'
ture des-cellules de L'antigéne lyophilisé et l'extraction des
substances solubles se fait par addition d'eau salde 3 1°%o0 (1 g
d'ahtigéne pour 200 cc 'd'eau salée); puis congélation ¥ - 30°C
et broyage au mortier de la masse jusqu'd liquéfaction.:

On recongdle & nouveau et on répéte llopératioch 8 fois.

Puis centrifuger & 20.000 tours/mlnute pendant 1 heure-d 4°C.

Le surnageant obtenu eést dialysé. pendant 24 h, a 4°C,
dans de 1'eau distillde. ' ’

«©

Le liquide dialysé est ensuite congelé & - 75° et lyophi;
- lisé, On obtient ainsi de l'antigéne standard ou _antigéne 3 1°/a,

. - L'antig®ne brut doit &tre traité de différentes facons selon
sa nature., Voici quelques exemples :
VERS
Ascaris : Recueillir le liquide'éoéldmiqﬁe en sectionnant le
o . ver présades 1dvres et en laissant dgoutter dans un
verre., Ce liquide est réfrigéré & - 75°C, puis lyophi-
lisé.




Douves ~ Schistosomes : Les Vers sont lavés plusieursifois A
lteau dlstlllee, puls ils sont places dans un tube et
broyés & froid (Pour béia; placer le tube dans déwi;ww~w
glace pilée). o
Le broyat est mis-dang-un pilulier avec un peu dleau” ~
distillée, puls réfrigéré & - T75° et lyophilisé.

Petltes filaires (Dipetalonema Wltel) - le Ver entier est lavé
plusieurs fois & 1l'eau distillée puis refrlgere en

présence d'eau distillée, et lyophilisé.

ARTHROPODES

Petites espdces & broyer & froid 1l'animal entier.
Grandes espdces : é&liminer toutes les pidces chitineuses
inutiles telles que pattes, élytres, ailes etc ; puils
broyer & froid,. congéler dans un peu dleau distillée
et lyophiliser.

Antigéne: d'incubation' # Placer les: Vers {(Douves - Schistosomes)

“vivants.dans une bolte de Petri-contenant de 1Meau
distillée. Exposer & la lumitre pendant 3 heures.
"Recueillir le liquide, congéler & - 75° et lyophili-
ser. Cet incubat donne un excellent antigéhe, car la
plupart des fractions antigéniques sont des protéines
d'origine métabolique.
Antigéne hematies ¢ Centrifuger le sanz pendant une demi heure .

& 10000 tours-minute. Eliminszr le sérum, mélanger le
culot avec du Ringer et centrifuger & nouveau. Répé--
ter 1'opération jusqu':z ce que le surnageant soit
.clair, puls 1'éliminer.
. Delayer les hématies dans un peu d'eau distillée, con-
géler aussitdt et lyophiliser.
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Antig%ne’frais ¢ Broyer 1l'animal & froid et mélanger &-une .. -
goutte de tampon. .
Tiguide hydatique : Centrifuger 1 heure & 10000 toubs~minute.
' ’Récupérer le surnageant. Dialyser pendant deux’ jours

en renouvelant 1'eau de temps en temps.

Congeler ~ Liyophiliser. On obtient ainsi der l'wntl— -

géne & 1/1000. T
Sable hydétique ¢ Centrifuger & 4000 tours minutes pendant un

o guart-d'heure, 2 fols avec du sérum physiologique, et

2 fois avec de 1'eau distillée. Eliminer le .surnageant.

Récupérer le culot. Ajouter de 1'eau distilldée. Con-
géler et lyophiliser. On obtient ainsi de 1l'antigdne
brut.

2 - Préparation de 1'antisérum

Ltantisérum est expérimentalement éxtrait;duwsaﬂg de
lapins 1mmun1ses.A
Immunlsatlon : I ex1ste deuX techniques d'lmmunlsatlon, ‘dont

1l'emploi st condltlonnee par la rareté ou l'abondance de l'antl-‘
géne. ' ' ’
Si l'antigéne est abondant : pratiquer toutes les semaines une
injection sous cutanée dorsale : broyer dans un petit mortier
20 mg d’antigéne brut lyophiiisé 5 ajouter 0,5 cc dfeau distil-
lée ; faire dissoudre. | o
Ajouter 1'adjuvant de Freund, complet pcur la I&re injection,
incomplet pour les suivantes. Cet adjuveat doit &tre ajouté a
l'antigdne en quantité égale (301t 0,5 ce).

Si 1’ant1gene est rare : diluer 20 mng ar antigéne & 1/1000 dans

5 cec de serum phy81olog1que. Laisser dlesoudre a tempergture am=

blante, puis mettre aun refrlgerateur a 400 pendant une nuit.




Répartir ensuite dans 10 petits tubes que 1l'on met_gpiéongéla-~
teur (- 30°C). fm“” o
Toutes les semaines mélanger le produit d'un tube avec -une gquanti-
té €gale d'adjuvant complet de Freund ; remuer pour émuiéiéﬁnef:
puls injecter dans 1a cavité sous claviculaire du lapin.
Saignde ¢ Le lapin doit &tre saigné tous les 15 jours.
On préléve environ 50 cc de sang & chaque saignée.

: : ’ : O A
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Technique : Perforer la veine marginale de 1voreille, intro-
duire célle ci dans un flacon ou 1'on produit un vide de 20 cc

de mercure pour activer 1'écoulement du sang.

Antisérum : Laisser coaguler le sang et prélever le sérum surna-—
geant. Ce sérum frais peut &tre conservé plusieurs mois & - 30°,

3 - Immunoélectrophorese

L'immunoélectrophorése consiste a faire diffuser les
antigénes et les anticorps dans un gel d'Agarose, aprés avoir sé-—
paré les protéines de l'antigdne par électrophordse.

Au bout dlun certain temps, des arcs de précipitation
apparaissent, correspondant aux réections entre chaque fraction
antigénique et les anticorps correspondants.

Cette méfhdde ne met en évidenc: qu'une seule série
d'anticorps : les précipitihes.
= Le. gel d'Agarose est préparé a4 1'aide A'une solution tampon, de
Ph 8,2, obtenue en mélangeant 160 g de Vironal sodé, 7 litres
d'eau distillée et 220 cc d'acide chlofhvdriqﬁe nomal ; remuer
et compléter jusqu'a 10 1 avec de 1l'eau distillée.




Le gel d'Agarose doit &tre préparé extemporandment ;

pour cela on fait dissoudre, au bain-marie, 900 mg d'Agarose
dang 100 cc de tampon.

On fait couler 1mmed1atemeni sur la lame 301gneusement
degralssee 9,5 cc de: %e 7‘La;sser solidifier un quart d'heure,
puis creuser dans le gel les réservoirs ol 1ton déposera la
solution antigénique etjl'antisérumt

'On fait ensuité dissoudre 5 mg d'antigdne standard dans
0,025 cc dteau distillée. Ce 11qu1de est depose dans son reser—
voir, sur 1E lame, que l'on place é1le méme dans la cuve & élec-
trophorése pendant 5 h et demie, sous une tension de 20 3
22 volts.

Avant d'&tre déposé dans son rdéservoir, llantisdérum doit

&tre concentré Qe la Tacon suivante : Prélever 90 cc de sérum
frais™ cohgéier 4 - T75°C ; iyophlllser pendant 3/4 heure ; puis
ajouter 0,30 cc de sérum physiologique.

On laisse agir l'antlserum.pendant 15 heures en chambre
humlde, ) temperature amblante s puls pendqmt 2 Jours 3 4°C,

(Les ards de précipitation apparaissent au bout de
15 heures mais ils n! attelgnent leur develqppement max1mum qu au
bout de 2 jaurs) ' o

4 ~ Coloration des lames

Avant leur coloration, les lames doivent &tre lavdes
pendant 4 jours dans un mélange de sérum physiologique (9 Vol )




et de solution tamponnée (1 Vol.), souvent renouvellée. Elles
sont ensuite déminéralisées : recouvrir la lame de papier Wathman,
puis dessécher sous ventilateur.

Elles sont enfin rincées & 1'eau courante, & ce moment elles sont”
prétes & &tre colorées. _

Colorant : Faire dissoudre 2. g d'Amido-Schwartz dens 425 cc d'A-
cide Acétique & 6°/,, et 425 cc d'Acétate de sodium (13,609 g
pour 1 1 d'eau). Agiter et filtrer avant 1'emploi.

Solution de ringage : acide acétique & 2°/,,

Les lames sont placées 10 mn dans le colorant puis différenciées
dans la solution de rincage.- i

Lorsque la différenciation est terminée, les lames sont simple-
ment mises & secher sur du papier filtre. -

5 = Utilité de 1'Immunoélectrophorése

- L'immunoélectrophorgse sert d'une part & définir la
structure antigénique des parasites et d'autre part & diagnosti- .-
quer les parasitoses.

“Plusieurs procédés sont utilisés pour mettre en évidence
les antigénes d'un parasite. En effet on peut soit opposer un
antigérum et un antigdne amtologue ; soit effectuer une réaction
croisée, c'est-a~dire mettre en présence un immunsérum et un
antigéne héterologue,'oeoi*pour étudier les fractions communes de
2 paragites. Si on veut au contraire éliminer ces fractions com—
munes, on utilise la technique d'épuisement de l'antisérum qui
permet dt'isoler les arcs Spgcifiques.

- diluer 20 mg d'antigéne dans une goutte de sérum physiologi-
que ; ajouter 1 ml de sérum ; laisser 2 h & 37° puis 1 nuit a 4°.
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FEliminer le précipité en centrifugeant . d grande vitesse(i0.000
tours). Le surnageant est le serum epulse que l’on concentre 3 fois

avant 1'utilisation.

Chez les Nématodes et les Cestodes, les ‘fractions communes
sont nombreuses ; ces parasites prégentent une grande homogénéité
structurale.

Chez les Trematodes les communautés antigéniques sont
faibles, parfois méme au niveau de deux espéces appartenant.au méme..
genre : ex : S. mansoni et S, japonicum. .-

Ces fractlons communes expriment la parente systemathue,
cependant la. structure protelquenphylethuo est certainement trans-
formée par 1'adaptation parasitaire, ﬁotamment chez les Trematodes
olt les habitats dlvergent fortement selon les especes.

- L'1mmunoe1ectrophorese permet de diggnostiquer une pwra81tose

& condition que le parasite ne soit pas localisé dans la lumidre
intestinale. En effet tous les parasites intestinaux, & 1l'exeption
d'Hymenolépisnana mne- provoquent pas llapparition d'anticorps.

Ghez les Trematodes chaque espeoe presente des ares . .... "
communs avec les esPeoes voisines mais il existe tougours un arc
spécifique, majeur et apparaissant en premier, caractéristique de
1'espéce. I1 existe'également'des arcs spécifiques'dans le cas de.
l'hydatldose. Les arcs spe01f1ques des filarioses n'ont pas pu
encore etre etablls, faute d'antlgene, mais on sait de]a dlagnostl—
quer ces para31t08es en operqnt une réaction croisée avec de 1'anti-
géne Dipetalonema witei ; cette réaction donne pour chaque eSDece
de fllalre un arc maJeur carqcterlsthue. o . -




Etude du cycle expérimental de quelques Schistosomes

1 -~ Schigstosoma mansoni

Hb6te intermédisire : Australorbis albinos
HEte définitif : Homme
Hote expérimental : Hemster.

- Qeufs : Les oeufs sont répartis sur toute la longueur de 1'in-
testin gréle du hamster. _ _
Itintestin est ouvert dans une boite de Petri contenant de
'1'é§u d'élevage b 260 ; il est légerement raclé avec une la-

"me de verre afin que le quds qui 1'entoure soit &liminé.
Puis il est raclé & nouveau, ¥ sec, jusqu'y ce que la paroi
deviemne translucide. . |

A dans la boite
On ajoute alors de l'eau d'élevage /et on la chauffe jusqu'a
ce qulelle atteigne 30°C, sous éclairage intense.
Au ‘bout de 45 mn les oeufs vont éclore et donner les mira-

cidiun,

- Miracidium : Les miracidium sont séparés de la raclure d'in-
testin par filtrage & 1l'aide d'un tissu & mailles l&ches.

- Mollusques : Les mollusqﬁes sont placés dans un becher en
compagnie de miracidium¢ (10 niracidium pour 1 mollusque) ;
~ 1linfep~sition dure 6 heures. Apres cela ils.sont mis en
aquarium. Les furcocercaires sont liberéss 21 jours apres.

- Furcocercoaires : Les Planorbes . infestées sont placées dans

une boite de Petri contenant de ll'ean distillée que 1'on
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place sur_platlne chauffante jusqu' &4 30°C, a la.lumitre. .
Au bout de 2 heures les cercaires commencent 2 sortlr de 1'hé-
patopancreas et & nager. _
On préléve alors toutes les 20 mn 1llean des b01tes que l'on re-
nouvelle tant qu' 11 v a emlSSlon de furcoceroalres, ce qui dure
generalement 6 heures. 4

Pour concentrer les cercaires, on utilise le fort tropisme qu'el-
les, montrent pour la lumidre ; elles sont placées dans un. bal-
lon & col dont on n‘eolalre que ia. partie supérieure.

Au bout d'un moment, la presque totalité des cerbaires est oon-
centrée & cet endroit ; il suffit alor:s de les prélever a la
pipette. S U e
La concentratlon des furcocercalres do t &tre. .connve, cecli pour
éviter une sur. ou sous lnfectlon du. ha1ster.

On étale donc sur 5. lames 1/10 de cec. da liquide, on compte les
individus, on addltlonne les 5 nombres et on obtlent a1n81 la

concentratlon pour 4 ce.

—~ Hamster : Les hamsters ont le ventrepiaéé;ﬁiis°sdnt lavés et pla-

cés dans des boltes contenant de l'eau distillée avec des furco-
cercaires (1000 cercaires pour 1 hamster) la duréaﬂd!infesta—
tion est de 30 & 40 mn, o “f””f“f_” T

45 jours apres, on peut récupéref.les schistosomes adultes et
les oeufs. '

- Perfusion : Le- hamster.est %ué‘pér 1 cc de méiange dthépa~

rine (1 Vol.) et de Nembutal (5 Vol.), que l'on injecte dans
la.cuisse: Puis ll'animal est disséqué ; une canule est intro-
duite dans l'aorte puis la veine. porte, bourréde de Vers adultes,
est incisée. On injecte ensuite du sérum physiologique dans




1'aorte jusqu'd ce que la totalité du sang- contenant les Vers
‘soit évacué et récupéré dens un verre _

On laisse décanter jusqu'd ce que tous les schistosomes soient
ddposés. On élimine alors le surnageant et on ajoute du sérum
physiologique., Répéter l'opération jusqu'ad ce que le surna-
geant soit limpide.

{ _ . . .

-~ Aprds la perfusion, on préléve ll'intestin gréle contenant
les oeufs ;3 on peut ainsi recomnencer le cycle.

-

II - Schistosoms rodhaini
H8te intermdédiaire ¢ Biomphallaria sudanica
Héte définitif - ¢ Rongeur africain
 Hb6te expérimental : Hamster
Le cycle est identique au précédent ; cependant le o
hamster ne doit &tre infecté que par 400 & 500 furcocercaires et
le mollusque par 4 & 5 miracidiums.

111 - Schistosoméa haematobium

Hbte intemmédiaire : Bullin du Maroc
Héte définitif + Homme
Hote expérimental : Hamster
T1 faut 5 & 6 miracidium: pour infeeter un bullin et
500 & 600 furcocercaires pour 1 hamster ; chez ce dernier les vers
sont adultes au bout de 100 jours.

LY




Etude expériméntale du cycle de lﬁlfilaire
' Dipetalcnema witei o

Hote intermédiaire : Ornithodorus tartakovski Olenev
Hote définitif ¢ Mérion
Hote expérimental : Hamster.

- Oycle ¢ Les filaires adultes mdles et femelles sont générale-

ment localisées dans le tissu cellulaire sous cutané de 1'héte
définitif. Ia femelle est vivipare ;3 50 jours apres l'lnfesta~~
tion de 1'hdte on peut trouver des’ nicrofilaires dans 1ef sang.
Ces microfilaires, pour devenir infectantes, doivent évoluer

chez le tique, celu1—01 S 1nfeste en se nourrissant sur. un.
mérion présentant une mlcrofllaremle et, en 3 semaines, les mi-

crofilaires absorbées'deviennent larves infestantes.
Lors  du repas suivant, les larves sortant par le - Postre -de

" 1'ornithodore infesteront 1'animal sain sur lequel celui-ci se

nourrit.

o v et i 0 st e

Infestation du Hamster

- Les larves infestantes sont extraites du éiiue pérwdilé-
cération dans du Ringer & Ph 7,4 3 ces larves sont déposées i
la pipette dans le canal d'une somde que 1l'on a au préalable
introduite sous la peau du hamster, depuis les romoplates jus-
gu'a la région anale. Les filaires grossissent et atteignent
leur taille maximum 180 jours aprés llinfestation.



Pour savoir si le hamster est infesté correctement, on pratique

une microfilarémie. Pour cela, on saigne 1'animal en percant le
sinus oculaire avec une pipette fine ol 1l'on fait monter le sang

par aspiration. e

On dépose sur une lame une goutte de sang d'un volume tel qu'elle
occupe entidrement la surface d'une lamelle 18 x 18 sans déborder.

81 l'1nfestatlon est reu881e on doit pouvoir compter de 40 3

60 microfilaires.

- Pour récupérer les filaires adultes il suffit de retirer la peau
du hamster et de les prélever, & la plnce, dans le tlssu sous-

cutane.

Infestéfion des Ornithodores

Le hqmster 1nfeste est attaché sur une planche, on lul
rase la région abdominale. On place ensuite, sur la reglon rasee,
NBO tiques adultes, a jeun depuis un mois, retenus prlsonnlers”
dans une cage dont le plancher est constitué par une gaze. H
Les thues plquent le hamster et on les laisse s' infester pen—
dant 2 heures.

Elevage des tiques : Les Ornithodores sont élevés dans un

bocal contenant du sable de rividre tamisé & 250 microns, bou-
ché par du coton, et comservé & 29°C en- atmosphére humide.

Ils se nourrissent sur des souriceaux nouveau nés que llon place
dans le bocal pendant 24 heures.

- Wy




Cycle expérimental de
Hymenolepis nana fraterna

Hb8te intermédiaire : Tenébrio molitor
Hbte définitif + Souris.

Le cycle peut &tre direct : la souris ingére 1'oeuf
gui donne dans 1'ileon le cysticercoide et 1'adulte.

Cycle direct - Ie souris infestde est ouverte ; les intestins

sont retirds ; le gros intestin-est éliminé ; l.'intestin gréle
est ouvert depuis sa partie postérieure ; les vers sont prélevés

et placés dans du sérum physiologique.

}

Pour 1nfester la souris salne, on sépare les segments
gqu¢des ‘et on lés fait’ ingérer 5 1'animal 3 1'aidée d'une pl—
pette. t '

Cycle 1nd1reot

- Infestatlon du Tenebrlo : Les Tenebrlo sont mls a Jeuner pen—
dant 8 & 10 jours sur une feullle de papler flltre humide, dans
une bolte de Petri. Puis da;segments ‘gravides sont déposés dans
la boite ; 1'insecte les mange et s'infeste ainsi. La durée d'in-
festation est de 8 jours, aprés cela le Tenebrio est remis en
élevage.

- Infestation de la souris ¢ Les cysticercoides vivent dans
le coelome du Tenebrio ; pour les libérer, on dilactre l'insecte
dans un verre de montre contenant du sérum physiologique. Chaque
souris est infestée par une dimaine de cysticercoides introduits



per os, & la pipette.
- Chez l'insecte : les cysticeréoides sont matures en 30 jours
- Chez la souris : les vers sont adultes .en 10 jours, mais ils
disparaisgent au bout d'un mois,
Une nouvelle infestation ne prend pas car ces animaux sont
immunisés. - ' o

Cycle rexpérimental de Hymenolepis microstoma

. Hbte définitif : souris-rat-hamster
- Hbte intermédiamire : Tribolium confusum.

Le cycle est toujours indirect.

'; Les techniques d'infestation sont identiques & celles
du cycle précédent.
Chez 1'Insecte : les cysticercoides sont matures en 3 semaines
Chez le rat : le Ver est adulte au bout d'un mois et peut in-
fester son hdte pendant 5 mois. Il est,situé dans la partie
-antérieure de 1'intestin gréle, le scolex est fixé dans le
canal choledoque qui est hypertrophié,
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