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I n t r o d u c t i o n  

Nous avons voulu consigner dans ce rappor t  l e s  techniques o r i g i -  
nales  que nous avons apprises  au cours de nos d i f f é ren t s  s tages ,  
qui ont eu l i e u  successivement : 

Chez Mr. l e  Pro BICfUET de la Faculté de Médecine de Lille 
Chez Y r s .  l e s  P r s ,  GRENIER e t  LMIY de l ' I n s t i t u t  Pasteur 

Chez Mr. l e  Pr, RIOUX de l a  Faculté de Médecine de Nont- 
de Pa r i s  

p e l l i e r  
Chez M r .  l e  Pr ,  CH.A.BAUD du M.N.H.N. de Pa r i s  
e t  B l a  London Bchool of Hygiene m d  Tropical Medicine de 

Londres. 

Nous remercions tous ces Professeurs, a i n s i  que l e u r s  
collaborateurs,  de l ' a c c u e i l  q u ' i l s  nous ont réservé dans l e u r s  
laboratoires  e t  de nous avoir  communiqué l e u r  savoir  avec au- 
tant de gent i l lesse .  

Ce rappor t  comprend deux pa r t i e s  : l ' une  e s t  consacrée 
aux techniques purement Protozoolbgiques e t  l ' a u t r e  8. des tech- 
niques d'immunologie, que nous avons apprises dans w1 labora- 
t o i r e  sp6cial is6 dans 1 '6tude des Vers, m a i s  qui peuvent égale- 
ment ê t r e  appliquées à l a  Protozoologie. 
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Protozoaires p a r a s i t e s  du sang -- 
1. - Introduction e t  systématique 

Les Protozoaires pmas i t e s  du sang des Wt..éb.&a .~;_e.--Wssent de  
l a  façon suivanke. 2 

y,-. r;: - 
" -I_. . 

A - SOLXS Phylum . . .  3POROZOA 
Classe Telosp-.orea . .. 

Sous Clasge Coccidia 
Ordre. Eucoccida 

. .. 

Sous Ordre Adeleina 
Eimer-iina * '  . 

Haemo sporina 
. .  

- Adeleina : 3 Familles d 'ffHemogregarinesf' 
- I?. Haemogregarirriidae - genre Haemogregarina 
- F, Karyolysidae - genre Kargdysus 
- F. Hepatoeoidae - genre Hepatozoon. 

- Eimeriina: 1 seule Famille d ' *lHemogregarine" 
- F. Lankesterell idae - genre Schellackia 

genre Lankesterella 
- Haemosporina : 2 super Familles : 

S,F Slasmodioidea e t  S F Babesioidea 
- S F Plasmodioidea : 

Pamille Plasmodiidae - genre Plasmodium 
F m i l l e  Haemoproteidae : g. Ha2mocystidium 

g. Sirnondia 
g. Hazmoproteus 
g. Parahaemoprot eus 
g. Polychromophílus 
g. Ny2teri.a 
g. He.gatocystis . 

P 



. .  . .  . .  

Famille Lencocgtdioïdae : g.' 'Leucocytozoon 

. g.  &iba . .  
I. I- - . . ., -. . .- ._ . ., 

g. Xaurocytozoòn, 

Famille Theileridne - genre: The i l e r i a .  ' -. 

..ci B F .  Bab&iofdea : , . .. 
-.-. 

g. Cytanxoo3Y. 
g. Haematoxenus 

g. Nuttal ia  
g. Echinozoon. 

Famille Babesiidae - genre : Babesia 

B - Sous Phylum SARCOMASTIGOPHORA 
Super Classe Mastigophora 

Classe Zoomastigophorea 
.i . Ordre Kine top la s t ida  

Famil l  e Try-pcun o s  omat i d  ae 
genre Leishmania 
genre Trypanosoma. ." 

. .  

- Comme nos-s tages  ont é t é  effectués dms des labora to i res  de 
Protozoologie humaine, l e s  Protozoaires d intér&t.:médical au- 
ront  une p lace  prépondérante dans ce rapport .  

-.. I - "I_"". .-._.-I-.- " _  

Nous a l lons  Qtudier  successivement' les d i m r s e s  tech- 
niques s e  rapportant .& chaque groupe, m a i s  auparavant nous al- 
l ons  donner les techniques de coloration du sang qui sont  com- 
munes à tous ces Protozoaires. 
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11. Coloration au Giemsa -. L - - > - - Y I I .  

! 
. _. 

'La coloration du s m g  au Giemsa e s t  depuis longtemps 
reconnue comme étant  la meilleure.  Cette technique possède d i -  
verses var iantes  ; nous en avons chois i  une qui tend 8. ê t r e  uni- 
versellement appliquée aujourd'hui, du f a i t  de sa s impl ic i té  e t  
de l a  qua,litk de se s  r 6 s u l t a t s .  

- F r o t t i s  d e A g x  

- .  . . - Effectuer l e  f ro t t i s  e t  se'cher rapidementen agitant 

- Verser l ' e au  d i s t i l l é e  tamponnée' dans l a  b o î t e  'de 

- Ajouter ¿3$ de Giemsa et .m&langer  
- Fixer  l e  f r o t t i s  quelques secondes 8. l ' a l c o o l  m6- 

- Sans l aver ,  placer  l a  lame, f r o t t i s  au-dessoqs, dqns 

- Laisser colorer  50 mn. 
- Rimer  1 seconde $ , l ' e a u  courante e t  sécher en posi- 

vigoureusement l a  iame. 

' ' Lavemn- 
c 

. .  
thyl ique ? . . _--- --I 

. .  .. .. . . .  

la bo î t e .  

t i o n  ve r t i ca l e .  
. .  

! '  - - Goutte &pais% 
. .  ' ,  . 

I . "  
- P s é p d e r  l e  co1,omnt corme pr-!céderament 
- Sans f i x e r ,  placer  la. lame, grlutte é p i s s e  au ,. 

dessous, darts l a  boPbe 
- Laisser coloper 30 m. 
- Rincer 8. l ' e a u  co,&knte 1 seconde, en p q n a n t  g,a@,e 

. .  

, /  ?,",{., ....... I I .  . ' . . .. C . . . .  I 

' .' 2 ' -' . .  . ,  

j ' .  . 1  . . . . ,  . . .  . .  

. .  
, / .  . . . * .  C ' .  . .  . . .  

5, ne pas déco l l e r ' - l a  goutte é:misse, 
Laisser séc'her en p o s i t i o h  v e t i c a l e .  
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- Appositions d-mg 

- Prélever -un fragment d f o r p e  contenmt l e s  Proto- 

- Eponger l e  sanq s u r  pa,pier f i l t r e ,  puis e f fec tuer  . 

- Préparer l e  colorant e t  f i x e r  comme pour un f r o t t i s ,  

zoaires (ex : r â t e  ou  f o i e )  

l es  appositions s u r  l a  lame' 

mais l a i s s e r  colorer  1 heure. 

. .  
- Laisser s6cher. 

Les f r o t t i s ,  gout te  6paisse e t  apposi t ions ainsi p r Q p r é s  peu- 
vent ê t r e  observés 8. l'immersion ; l ' h u i l e  d'immersion e s t  en- 
s u i t e  éliminée p a r  rinçage au xylène. 
Pour conserver l e s  lames e t  l e s  protéger  on peut l e s  monter % 
l ' h u i l e  de ckdre OG mieux, '3 1'Ewaral v e r t .  

- Conditions de @uss i te  

- L'eau-tamponnée d o i t  avoi r  un Ph 7 , 2  - 7 ,4  
Formule : Phosphate d e  N a  disodique = 3 g 

Phosphate de K monopotassique = 0,65 g 

Eau d i s t i l l é e  = I 1. 

Au l i e u  d'eau tamponnée, on peut  éventuellement u t i l i s e r  de 
l ' e a u  d'Evian. 

- U t i l i s e r  des Giemsa de marque Revector ou "Ir& 
- Après coloration, ne pas r i n c e r  plus d'une seconde ; un r in -  

- Ne pas secher l a  lame sur  une source de chal-eur. 
- Ne jamais monter au Baume du Canada. 
- S i  l a  lame es% t r o p  colorée, Q c l a i r c i r  dans l ' e au  tamponnge 

çage prolongé décolore 

(1 mn maximum) ,, 
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Conservation des f r o t t i s  non co lo rés  ".  J' ., 
-_I_ 

I1 vaut mieux colorer  l e s  f r o t t i s  aussi--t;ô-t aprh leur prQ- ' 

ra ra t ion  ; mis, l e  cas e'chéant, ,on peut l e s  conserver indéfini-  
GI - ment, sans colorer, dans des réc ip ien ts  rigoureusement hermétiques, 

contenant des produi ts  dessicateurs  Cels que : C a  C l 2  anhydre, 
Y 

. I  
' .  S i l i c a  Gel 'ou P2' 05.  

, r . . .  . , .  , 

De t e l s  f r o t t i s  so& ensui te  colorés pa,r,la'méthode au .. , .  
"Giemsa - sa lé "  

- Fixer a , lcool  méthylique, 
- Placer  dans. un mélange .: 2 cc eau -bqgg&g&e. F, 2 . , 

~ , .  . . .  
7 cc eau sa l ée  0'85% 
1 cc Giemsa 

- Laisser colorer  .60 mn 
- Rincer & seconde e t .  sécher. 

. .  

Cette longue conserva-tion de.s f r o t t i s  avant l a  colorat ion 
présente quelques inconvénients pour l e s  paraskt es ; e l l e  dé t ru i t .  
notamment l e s  grains  de Schuff-ner e t  l e s  taches de Maurer chez l e s  
Plasmodim. 

. ,  

111. Plasmodium , , '  G 

- 
F Les P r o t o z o a i r e s  appartenant 5 ce geme se trouvent chez 

l e s  Vertt5brés si tue's  au-dessus des Batraciens. 

A t i t r e  d exemple nous a l lons  étudier  l e s  techniques' d '  en- 
t r e t i e n  e t  d'&Inde d'une souche de Plasmodium de Ronge-; puis  nous 
indiquerons l e s  quelques var iantes  pa r t i cu l i è re s  i I lé tude  des es- 
pèces av ia i res  e t  limaines. 



A - Plasmodium de R- 
1- 

- I- *- . -- _ -  ~ L'. 

1. - Isolement de l a  sou* 

Le sang des Thamnomys sauvages e s t  é tudié  sur  goutte 
épaisse,  puis I . .  su r  f r o t t i s .  

Lorsqu ' i l  e s t  i n fec t é ,  l 'animal l ' e s t  l e  plus  souvent 
par  deux espèces appartenant l ' m e  au groupe Berghei e t  l ' au -  
t r e  au groupe Vinckei - Chabaudi. 

". . .. r .  . ~ -. . ._ 

Le problhme posé e s t  t ou t  d'abor'd de séparer  ces deux. 
espèces, puisd '*e%t?5t?ui? chaque souche sur des Rongeurs de 
labora to i re .  

La séparat ion des souches e s t  assez a i s é e  car  P. ber- 
ghei in fec te  facilement l e s  rats e t  hamsters au premier passage 
e t  non l e s  souris ; t andis  que P.vinckei i n f e c t e  les sour i s  e t  
non l e s  rats e t  hamsters. 

On peut a u s s i  installer une souche sur s o u r i s  &, p n t i r  
d'Anophkles sauvaqes infec tés .  

Pour cela  l e s  glandes s a l i v a i r e s  pos i t ives  sont Qcra- 
.I 

sées  en t r e  lame e t  lamelle ; puis l a  lamelle e s t  r e t i r é e ,  iëi-"' 
sporozoites sont prélevés dans une goutte de Ringer e t  inoculés 
en in j ec t ion  intraveineuse 

2.  Splhectomie 
. .  

La splénectomie diminue l a  réponse immunologique de 
l ' h ô t e  e t  favorise  l ' implantat ion de l a  parasit6mie. On a donc 
i n t é r ê t  &, splénectomiser les mimam pour i n s t a l l e r  l e s  souches 
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r éca l c i t r an te s  s o i t  à p a r t i r  du Noustique, s o i t  B p a r t i r  du sang 
d'un autre Vertébré. 

Technique : 
- Endormir l 'animal  à 1 '6 ther  
- Le placer  sur l e  f lanc d r o i t  e t  f i x e r  l e s  p a t t e s  avec du 

- Placer  sa t ê t e  ~!,ms un flacon 'a l a rge  ouverture contenant 

- Raser l e  ventre  e t  l e  f l a n c  gauche. 
- Inc i se r  transversalement au-dessus du niveau de l a  r â t e .  
- S o r t i r  l a  ?$te, l i g a t x r e r  sa base e t  sect ionner .  - Recoudre l a  couche musculaire profonde, p d s  l a  pequ . 

(avec une a i g u i l l e  B coudre e t - d u  f i l  o r d i n a k e )  
- Vaporiser sur  l a  p l a i e  un produit  &t ib io t ique .  

I ._ 

sparadrap. 

un coton imbibé (3,'éthher. 

, 

- I,-> 

.. . .. . ~.. ". :. .,- .. . .. 3 .  Passage Rongeur - Rongeur. ." " "..__ .., . 

Avant d 'effectuer  l e  passage, i L  e s t  nécessaire  de  s'as- .. 

su re r  q.ue l e  sang du do~meur co i~ t i en t  de nombreux parasites: 
- Passage intraperi toné& : 

".  - .  à l a ' p i p e t t e  ' :  Prélever une goutte de  scarg 

B l a  queue du rongeur avec une p ipe t t e  8. double e f f i l u r s  e t  in-  
s u f f l e r  dans l e  pg r i to i r e  du receveur. 

da.ns l e  sinus sangvin. de l ' o e i l  ; l e . r e j e t e r  dans m e '  coupelle 
contenant une goutte d'héparine e t  quelques gout tes  de s6rum 

- '  B la seringue : ? ré l eve r , l e :  sang, à l a  p ipe t t e ,  

. .  
. _  ., .. . . . . , . I .  ... - : . physiologique. I. ... "~ _-- ._  _."...._ .. ,. .., 

Aspirer 8. l a  seringue e t '  i n j e c t e r  dans l e  p6ritoin.e 

I '  
j %  ' .  . 

. .  



- 8 -  

- Passage intraveineux 

Même préparation que pour  passage intrs j?dr i tonéal  'a 
l a  seringue mais in j ec t ion  intraveineuse.  

Chez l a  s o u r i s ,  i n j e c t e r  dans l ' une  des quatre grosses 
veines de 13, queue ; pour f a c i l i t e r  l 'opéra t ion ,  p lacer  au pré- 
a l ab le  l a  queue de  l a  souris dans l 'eau chaude pour f a i r e  gon- 
f l e r  l e s  veines. 

S i  l e  passage a é t é  effectué B. p a r t i r  d'un animal m o r t ,  
i n j e c t e r  dans 'la €esse du receveur 0,1 cc d o  Spec i l l ine  G ( R h Ô -  
ne Poulenc) i n j ec t ab le  (100 O00 U)  pour é v i t e r  l ' i n f e c t i o n .  

. " 4. Etude du FLFYL;odium dans l e  sang 
. -  . . -. . .... .. , , , .+ , . I  _ _  

La recherche des Parasit ,es . .  dans l e  sang d o i t  d6buter 
. .. . '  ... 

3 jours après l e  passage. I . .. 

. . - . .  . . _.. . . 

L i  é l a d e  , . . ,  6es divers  , i . .  . .  ,stadeK-est , .  . .  ' f a i t e  sur fro"ct.& co lo -  

, . . .  I ' .  I 
r é s  au Giemsa. , . .  

. .  . . .  .: , 

., . Selon. . .  1.e cas ,  on peut apporter , .  . .  , quelques modifications 
à l a  coloration. - .  classique pour f a i r e ;  r e s s o r t i r  I cer taines  s t ruc-  

t u re s .  , .  

. .  - 7 C o l o r a t i o n  des réticuloc.fies 
I .  ' , 

- Préparer une solyt ion sa turée  de Bleu de Crésyl b r i l l a n t  dans 

- Tracer sur une lame un cadre au crayon gms ; y déposer une 

- Mettre une goutte de sang dans l e  cadre, t o u i l l e r  légèrement 

l ' a l c o o l  à 1000, 

goutte de Is solut ion sa turée  e t  l a i s s e r  sécher. 



- 9 -  

avec l e  coin d'une lame y.odée ; reprendre , l e  smg e t  e f f ec tue r  
un f r o t t i s  sur une a u t r e  lame 

- Fixer a lcool  mgthylique e t  colorer comme un f r o t t i s  ord-inaire. 

Cette coloration concerne sur tout  I?. herghei qui para- 
s 

s i t e  principalement l e s  ré t icu locytes .  

r: - Rougeoiement u-__. des hématies paras i tées  

Opérer s o i t  avec de l ' e a u  d'Evian, s o i t  avec de l ' e a u  d i s -  

t i l l 6 e  tamponnée à 7 , 4  de l a .  façon suivante : 
- Teinter l ' e a u  d i s t i l l é e  de quelques gouttes de bromothymol (v i re  

- S i  jaune = acide,  a jouter  quelques gouttes de carbonate de 
L i t h i u m  jusqu'à bleu pâle  permanent. 
- Fixer e t  color%r_ normalement. 

. --- . , .-- " .____. 8. 7,4) .--. . 

- Eperythrozoon coccoides 
-._._I___ 

Lfobservcvtion- du s m g  des souris infectees  peut révé ler  
l a  présence dfZperythf-ozoon coccoides, p m a s i t e  d ' a f f i n i t 6  in- I 

cer ta ine ,  se présentant sous forme.de p e t i t s  disques l i b r e s  ou 
accolBs aux hématies. 

. .  
1.i 

Ces organismes empèchent l e  développement de P. berghe,i. 

Pour  l e s  éliminer, prat iquer  une. i n j ec t ion  sous cutanée 
de  Novarsenobenzol B ra i son  de 1 2 5  m g  par  k i log .  

- Etude e t  colorat ion u d'une exf lage l l s t ion  

Placer  une goutte de sang contenant l e s  gcmétocy-t;es en%re 
lame e t  lamelle e t  observer au 40ième. 
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Au bout d'un cer ta in  temps, var ia%le selon l e s  espèces, 
e t  que l ' o n  d o i t  justement déterminer, on vo i t  l e s  gametocytes 
mâles s ' a g i t e r  frénétiquement e t  emettre l e s  f l age l l e s .  Observer 
a l o r s  à 1 immersion. 
- coloration : - Poser une goutte  de sang au bord 8%" lame 
-rodée e t  mettre ensui te  en chambre humide. 

- Attendre l e  nombre de minutes nécessaire,  donné 
pa r  l a  première observation e t  effectuer  l e  f r o t t i s  sur une lame 
sèche. 

- Fixer e t  colorer  Gome un S r o t t i s  ordinaire .  

5.  Infect ion des Anophèles 

Les gcmétocytes mâles e t  femelles apparaissent.  généra- . . 

lement l e  quatrième jour après l e  passage. Amat d ' i n fec t e r  l e s .  . .  

moustiques il fau t  s ' a s su re r  que la proportion &/males s o i t  sa- 
._ .  gametoc$tes 

t i s f a i s a n t e  (environ 10 mâles pour LOO 1,eucocytes). . - .. 
. . ... . . - .. .- 

Pour augmenter les chances de r éuss i t e ,  on u t i l i s e r a  
de préférence d.es Anophèles âgés de 6 'a 9 jours a i n s i  que des sou- 
ris du 38me passage ?t p a r t i r  de l t i n o c u l a t i o n  des sporoeoFtes. 

ITe pas oublier que l a  production des  g,wétocytes décroi t  
en fpnction du nombre des passages. 
- La s o u r i s  infectée e s t  f ixée su r  une planche avec du sparadrap 
e t  son ventre  e s t  rasé ; puis e l l e  e s t  placée dans une cage con- 
tenant environ 400 moustiques. . 

On l a i s s e  l e s  moustiques s e  gorger tou te  l a  nui t ,  puis ~ -. 
on élimine les non gorgés en l e s  capturant avec un tube 2 essai 

---__II_ ~ 

contenant un coton imbibé de chloroforme. 
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" .. . , ._ , .  
. - .  ._ 
," -I ..- -- . . .  .. 

._. .: . 
6. Etude du Plasmodium chez l'Anophèle . , 

- Ookinkte : Prélever sur  lame l 'estomac d'un Anophèle gorgé &e?. 
puis 18 h 20 heures. 

,, . . .  . .  . (  ..--" ..... 1.-. 
' ~ . - .  * .  

. .  . . . .  
. . -  

. .  . .  . .. ,<:,-. :;.:.*''.- ' . . 
. .. ... 

I_ . Le rompre e t  Te di lac6rer  dans 
Ringer. 

r 

Observer entre  lame e t  lz,melle 
. L  

I 7 -  
I z 

- -. 

une-pe t i t e  goutte de . 
2 "  

.. I 8. l'imm'ersion, 
. i  

S i  l'examen e s t  p o s i t i f ,  recomliencer l fop6ra t ion  avec 
un autre  mous t ipe  e t  f a i r e  un frc-bti-s t r è s  6pnis que l ' o m c o l o -  
rera au Giemsa pendant 30 mn. 1 

00 cgs t e s  --- 
. ..I 

I . . . <  ).. -.. 
I .. Dès l e  3e jour  après l e  repas infectant  on peut obser- .----.- 

. .  L -  . -~  .. . 
ver  l e s  oocystes s u r  l a  surface de l 'estomac. 

I -  ,Ils .-atteignent Jeur complet dévelappement en 10 OU 

11 jours,- -. puis  iLa 4clatent  e t  l i b h e n t  l e s  sporozoztes qui ga- 
p e n t  les glmdes  sa l iva i res  

Pour suivre  l~eur. développement on pourra, '5our après 
j o u r ,  colorer  en -botali té l 'estomdc- des moustiques 8. l 'Hem- 
toxyline . .  ,..de Ehrl ich ou .bien e f fec tuer  des cóupes his tologiques 
s o i t  de l 'es tomac,  s o i t  du moustique en t i e r ,  

i J  

,.: . 

. .  +* 

Y .  .. . .- ,,.~". , . .. ~ . . . - -  ~ 1 . 1 1 .  

1 ." . . 
. .  i * .  * ~ . .  

._ .\.' ..' +?l . '*\ - ..',,;?> . . .  

f , .  
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- Ret i re r  l ' i n t e s t i n  e t  f i x e r  24 h. au formol sa l é .  
- Placer ensui te  24 h. dans l ' a l c o o l  k 70°. 
- Colorer 10 m dans une solut ion d'Hematoxyline de Ehrl ich 

(1 p a r t )  e t  d'eau ( 3  p a r t )  
- Bleuir à L''eau courante - 10 mn. 
- Puis r ince r  8. l * a l c o o l  acide (99 cc a l c o o l  ?'O0 -i- 1 cc  HC3) 

i 

jusqu'au rouge 1 - B l e u i r  'a nouvezu 8. 1 ' e m  courante - 10 mn 
- 1  

- Deshydrater : 30 mn dans l ' a l c o o l  absolu 
15 mn dans l e  xylène 

- Monter au B a u x  du Canada. 

SporoeoItes 

Lorsque l 'estomac de l'Anophèle présente des oocystes 
mûrs, l e s  glandes s a l i v a i r e s  sont prélevées e t  observées entre  
lame e t  lamelle darts une goutte de Ringer ou de sérum phys io lo-  
qique. 

S i  les sporoeoïtes sont présents ,  &raser  l e s  glandes 
s a l i v a i r e s  'et é tudier  à frais ; puis r e t i r e r  la lamelle,  l a i s s e r  
sécher,  .. Fixer e t  colorer  30 mn au Giesnsa, come pour un f r o t t i s .  

7. -u Dissection de masse 
infectés, .  il 

Lorsque les moustiques d 'une cage sont $atens&raenLz - 

f au t  prélever  les sporozoXtes des glandes s a l i v a i r e s  e t  l e s  in- 
j e c t e r  aux souris .  



r r  
Y 

L'inoculation des sporozoïtes permet de ra jeuni r  l a  
I 

- 
souche e t  d 'é tudier  l e s  s tades  exoerythrocgtaires qui ne s e  

.e 

produisent pas au cours des passages souris-souris 

- Tech- : - Placer dans l a  glace p i l é e  un tube à e s s a i  e t  
un f lacon dle 199 (ou de Ringer) . ." 

- Dissequer, s u r  lame d e  matière plast ique,  l e s  _ .  

anophèles par  groupe de 5, .dans une gout te  de 199,. 

l e s  p lacer  dans l e  tube. 

@&des s a l i v a i r e s  

à chaque somis. 

de l iqu ide  physiologique). 

. .  

, ~ : , ' . 1 , '  . 

- - Aspirer l ea  glandes s a l i v a i r e s  B l a  p ipe t t e  e t  
, .  

- Lorsque l a  dissect ion est terminée, broyer l e s  

- In j ec t e r  t r è s  lentement un demi cc intraveineux 

. .  
g , ' i '  ., , *.- . .  

(Proportion adéquate .: 1 5  pa i r e s  de. -&ad&s .>you& un,+&~6..--~,c, .--..- -..:-- . .  

... . . *  , .  . 

- Au lieu d' inoculer  l e s  sporozoHtes dans l e  sang, on 
peut auss i  l e s  i n j e c t e r  directement d a i s  un lobe du f o i e ,  après 
avoi r  ouvert l 'animal.  

- 
Le milieu de cu l ture  199 peut. e t r e  acheté s o i t  B 

l ' I n s t i t u t  Pasteur s o i t  aux Glasco Laboratories l t d  Greenford- 
England. 

8. Etude -le exaerythrocytaire primaire 
I-* _IC 

Après avoi r  inoculé les sour i s  avec l e s  sporozoïtes,  
il e s t  nécessaire de déterminer l a  durGe du cycle  e x o e r y t h r e  
cy ta i re  primaire, e t  d 'effectuer  des coupes de f o i e  pour re-  
chercher e t  é tudier  l e s  schizontes primaires. 
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Pour cela  on in j ec t e ra  touted le6'2'heures du sang de 
la souf i s  ir,fectde & une.souris  vierge, p a r t i r  de 50 heures 
jusqu'k 70 heures aprhs l ' inocula t ion .  

I .  

La première s o u r i s  du passage présentant des Plasmodium c 

dans l e  sang donnera 1 !heure d * éclatement des schizontes primaires . 
biopsies de fo i e  e t  on f ixera  auss i tô t  l e  matériel  prélevé au Car- 
noy . 

- Dans l e  même temps, (50 - 70 h) on effectuera  3 ou quatre 
- 

A p r h  inclusion à l a  paraffine, l e s  coupes seront colo- 
r ées  au Giemsa. - colophane, 

Biopsie de f o i e  - Endomir l'animal 8. l ' e the r .  
- Fixer la sour i s  sur l e  dos avec du sparadrap, 
- Raser l e  ventre 
- Inciser  transversalement, du côté  droit, sous La cage tho- 

- Sectionner e t  prélever un lobe de foie .  
- Coudre d'abord l a  couche musculaire profonde, pu is  l a  peau 

e t  du f i l  ordinaire .  
- Vaporiser un ant ibiot ique.  

racique. 

avec une a igu i l l e  

E 

On a in tg rê t ,  au cours de l 'opérat ion,  B ef fec tuer  des 
f r o t t i s ,  gouttes épzisses e t  appositions.. 

. . -  - . ._" 
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9. Conseryation des souches aux -ba-sses-&mpératures . 

Cette technique e s t  t r è s  i n t é r e s s m t c  car e l l e  permet 
de 
sans avoi r  'a effectuer  continuellement des passages. 

conserver des souches de Plasmodium pend-ant t r è s  longtemps, 
L I  

7 On congèlera de préfgrence l e  s m g  des souris de deu- 
xième passage après 1 ' inoculat ion des sporoeoïtes 
la souche dans toute  sa fraîcheur .  

pour avoi r  

Ce procédé de conservation par le froid s 'applique éga- 
lement RUX autres  Protozoaires paras i tes  du sang (Babesia, 
Trypanosomes e t  c. ) . 

, ,  

- Techniqug 
. .  . 

- 'Préparer  un mélange de glycerine pure k 10% d-ms  du-^é-^^.. . 

rum physiologique. 

préalable  avec une gout te  d héparine. 
- Prélever l e  sang au coeur avec une seriague Gincée au 

- Mélmger dans la seringue une quant i té  égale de sérum 
physiologique - glycérine e t  d e  sang. 

de 1 cc p a r  m p & L e .  

l'azote ' l iqu ide  ( -  195O) 

e t  inoculer  5, d 'au t res  s o u r i s .  

. .  - Répgrtir  dans des ampoules de verre  de 2 cc 'a ra ison 

- Scel ler  e t  conserver dans' l a  carboglace (- 75O) ou dans. ' '  

-- Au besoin, décongeler &' la température du , l abora to i r e  

" , . : .. . 

' 

L . .  . .  

. : ., .; .. . . .;-. . 
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- __-I. " . ~ _ " _ _  -.-. _-. . 10. Giemsa pourcoupes histologiques - 
. Cette méthode a l 'avantage de donner aux Protozoaires,  

dans l e s  coupes de tissus, des couleurs iden-tiques à ce l les  obte-  
nues sur  l e s  f r o t t i s  de sang. E l l e  convient t ou t  particulièremant 
B l ' k tude  des schizontes exoergthrocytaires. 

On peut égale,m,ent l'employey. sur des coupes d ' insectes  , 

in fec t  6s avec des Plasmodium, Babesia, Leptomonas ou Trgpano- 
soca. ,. 

On Bvitera l e  ratatinement des formea f l age l l ées  en tuant 
l ' i n s e c t e  dans des  vapeurs d 'acide osa.ique, nvznt de l e  f i x e r  au 
Carnoy . 

. . . 

- Fixation : - Pr6parer de p e t i t e s  pièces e t  les f i x e r  pendant 

- 60 cc . a l coo l  100 
- 30 cc chloroforme 
- 10 cc acide ac&tique,  

3 h au Carnoy, fraîchement préparé : 

S i  l e s  pièces sont t r è s  p e t i t e s  (ex : estomac de mousti- 
que), mettre un gra in  d f  éosine dans l e  f i x a t e u r  pour pouvoir les 
repérer  plus facilement pa r  l a  s u i t e .  

Pour l e s  p o s  insectes ,  on aurz intéret- a percer quel- 
ques trous dans l e  thorax, avec une a i g a l l e  f i n e ,  pour f a c i l i t e r  
l a  p6nGtration du f ixa teur .  
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De shydrat a t  i on : 
--l__--...-n 

.-.. Slocer  d m s  l ' a l c o o l  butylique : 
l e r  bain : demi heure 
2Bme e t  3ème b a i n  : 24 h (au besoin on peut conserver lonq- 
tem3s l e s  pièces dans l e  3ème ba in ) ,  

Coupes : Ivlettre quelques. heures d p a s  l e  ..butyparaffine, .puis in--- I - 
Pl 

clure  dans l a  paraff ine.  
Effectuer  l e s  coupes e t  l e s  cof ie r  'a l 'albumine glycérinée.  
Ddjxvaffiner e t  rehydrater,par 3 bains de Tolugne, 3 bains 
d*d .coo l  B 100 ; puis  l ' e a u  ord í r@xe.  

rou i  préparer l e  colorant,  mélawer : 
C o l o r a t i o n  
--.LL.IW 

- 10 cc eau tamponnée (7,2) 
- 1 cc Giemsa 
- 1 cc acétone 
- 1 cc alcool  méthylique. 

Colorer 1 h dans des cuves de Laveran en porcelaine,  coupes 
en dessous, 
Puis p lacer  dans l ' e a u  ordinaire ,  Un bain prolongé (24h) f a i t  
r e s s o r t i r  les b eus, mais n 'es t  pas indispensable.  
DiffBrencier/dms un mélange -% 150 gr de colophane dans 1 .1 
d a& t one 
Lorsque l e  rouge comen ce h %pparaftre,  stopper - l a  d i f f  Qren- 
cia-tion en r inçant  avec une solukion d1-j 70% acétone + SO$ t o -  
l~7.kn.e pour. chasser 1 t acétone e t  Elonter 8. l L ' E u p a r a l  ver t .  

Variaike. : On peut aussi  préparer & e  col.m;nt avec 10  cc d 'eau 
d i s "c l ée ,  colorer pendant 2 h ; puis  ;)lscer?8ames 1 5  s dans 
50 cc.  d'eau d i s t i l l é e  ac id i f i ée  r.vec . .  uie microgoutte d 'acide 

Différencier  e t  monter normalemert, 

(10-1TSf 

"- .. ,I._. ! .  , . .. 

F,i 

2" 

1 --_u 

acétique g l ac i a l .  . .  



S i  on a u t i l i s é  d 'au t res  f ixa t eu r s  que l e  Camoyji',- t e l  
que l e  formol - s a l é ,  il e s t  généralement nécessaire de l a i s s e r  
colorer  28, h au l i e u  d ' l  h. 

- Comment colorer 8. noFxeau une coupe déjà  montée . . .. 

Pour r e t i r e r  l a  l m e l l e  e t  rehydrater,  on aura l e  choix entre  
deux 'proc6dks : 

1. Plonger l a  lame' dans l ' e s sence  d'Eqara1. 
. I  

Lorsque l a  l a n e l l e  e s t  décol lée ,  rcvenir  B L'eau en passant 
successivement par  l e  xylol ,  l ' a l c c o l  100 e t  l ' n l c o o l  70."--* 

Dissoudre 1'Euparal avec l e  d i f fé rcnc ia teur  colophane ace- 
tone. 
Eliminer la. colophan(; en plongeant dans l ' ace tone  - toluène. 
Puis p lacer  dcms l e  toluène pur e t  rehydrater. 

. 

2. Décoller l a  lamelle dans un bain de to'lukne. ,' . 

- Les lames a i n s i  trsi-tées seront  colorées au Giemsa comae 

, .  
d habitude. . .  

- Hydrolyse : 

L'hydrolyse élimine l e  cytoplasme e t  permet de mieux observer 

El le  e s t  pratiquée s u r  des coupes normalement colorées,  que 
l e s  s t ruc tu res  nucléaires.  

l ' o n  a déjk observées, mais dont on veut approfondir l e s  dé- 
tails. 

Avant l 'hydrolyse il faudra donc le plus souveiit r e t i r e r  i a  
lamelle e t  rehydrater e 
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Technique : 

- Placer l e s  lames 6 8, 8 mn aans une solut ion flormale 
d ' H C 1  B 58O. f 

(HC1  Rormal = 82,5 cc d 'acide pur pour 1 1 d ' e m )  
- Rincer 5 mn .& l ' e a u  courante. 
- Colorer fiormalement au Giemsa pour coupes 

En f i n  de coloration l a  coupe d o i t  pa ra i t r e  rose.  

. : C h . x m i  des 4- sous genres de Pb,smodium d'0iseaux'possède 
des espèces. paras i tes  soit de  Passereaux, s o i t  de G5LIinacés' .: 

l e s  souches seront  donc' entretenues,  au l abora to i r e ,  sur Canak'is 

ou sur Poussins, . .  . ,  - . 

"' . 

.i : ' Ires ' techniques d é.tude sont pratiquement iaent iques"  8,' 
ce l l e s  que nous avons dé jà  vues e t : n e  d i f fè ren t  que par quelques 
points  de d 6 t a i l  l i é s  'a. 1'anatoini.e de l ' h ô t e  Verte'brk. t ' .  . 

sang en sec t ionnmt  un ongle d'une pa t te .  I. , 

- Pour 'effectuer  l e s  f r o t t i s , ,  on . se  procurera une goutte de 

- Pour l e s  passages, on prélèvera l e  sang, i la seringue 

. . . .. 

h4pariné.e; s o i t  au coeur,. s o i t  aux &rosses veines s i tuées  'SOUEI 

l ' a i l e  ou s u r  l e - c ô t é  du genou. ~ 

' I  

' . .  t ,  j .  ' I ., . 

Les inoculations s e r o n t .  htrapéri . ton&iles ou bntravei- 
s e  

neuses ; ces derii ières/feront à . l a .  jugulai%, que l ' ,on mettjra 'en 
évidenee en mouillant l e s  plumes du cou. 
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- Pour in fec te r  l e s  Aedes ou autres  P7ousticpes : on rasera  l e  
ventre de  l ' o i s e a u  ; puis on l e  placera  dans un gr i l lage métal- 
l i que  que l ' o n  a jus t e ra  aux dimensions de eon corps'de t e l l e  
s o r t e  q u ' i l  ne puisse f a i r e  iiucun mouvement, sinon r e sp i r e r .  On 
l ' i n t r o d u i r a  alors dans l a  cage de Moustiques. 

I I  

. .I 

C - Paludisme ,hum& 

.. 1. --- Diagnostic m i c r o s c o p i . .  ~ ._. 

Les malades présentant une franche at taque de Paludisme 
ne posent ghdralement pas de problkme 6e diagnost ic  ; l e s  para- 
s i t e s  é tan t  en nombre assez grand pour e t r e  détectés  sur goutte 
épaisse e t  f r o t t i s  ap rès  2 ou 3 minutes d 'observation. 
Cependant dans l e  cas de P.faleiparun, les paras i tes  sont par- 
f o i s  d i f f i c i l e s  8. trouver,  sur tout  si l e  malade a une t i e r c e  clas-  
sique ; en e f f e t ,  au cours de la c r i se ,  l e s  parasi tes  vont dans 
l a  circulat ion pbriphérique pour  t e r m h e r  l eu r  schieogonie ; il 
faudra donc effectuer  plusieurs  examens' 2, quelques heures d '  in- 
t e rva l l e .  

Dans l e s  régions k Paludisme, lorsqu'un malade arriver%. 
8. l ' h ô p i t a l  dans un Qtat ~ ~ m t e u ~  pouvant correspondre 8. une 
f o m e  pernicieuse, on commencera l e  tratSement avant même d 'avoir  
l e s  r é s u l t a t s  du diagnost ic  microscopique ; la p é r i s o n  étant 
fonction de la r ap id i t é  d ' intervent ion.  

Xes f r o t t i s  e t  gout tes  épaisses sont effectués  avec du 
sang prélevé s o i t  à l ' ex t rémi té  du d o i g t ,  s o i t  au lobe de l ' o r e i l -  
l e .  La peau e s t  nettoyée, puis9 l o r squ ' e l l e  e s t  bien sèche, 
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on pique avec un vaccinostyle, on élimine l a  première goutte de 
sang e t  on prépare l e s  lames avec l e s  suivantes.  

Pour. ' faire r e s s o r t i r  l e s  grains  de Schuffner ou de i4au- 
rer ,on réduira  au r*l&imm l e  ternps de l a  f ixa t ion  8. l r a l c o o l  md- 

- 
i thylique (moins d'une seconde). 

h' Pour l e s  enquêtes épidkmiologiqpes on peut centr i fuger  
. .  

l e  sang, prgalablement hépariné ; puis,  effectuer  l e s  f r o t t i q  'a. 
p a r t i r  de l a  couche s i tuée  jus te  au-dessous du'niveau. de sépara- 
t i o n  sang-sérum, oil sont concentrés l e s  parasite.s.  Ln valeur de 
c e t t e  méth'ode e s t  .cependant controversée .car  les jeunes formes ,  
notament  l e s  p e t i t s  rfanneauxfl de P, f a l c ipa rm,  ne sont 'pas sen- 
s i b l e  B l a  centr i fugat ion.  

. .  

.. . . .  

.._, 

Lorsqu'on aum 5" examiner un grand nombre de gout tes  
épaisses on pourra employer l a  méthode de. ,Field.  . 

Mdthode,de, Field 
Préparer : 
Cclorant A : Bleu de Methylkne (Médicinal). ... 

.Azur I . . . O . . o O . . . O O  ................. 
Eau d i s t i l l é e  tamponnée.. ......... 

Colorant B : Eosine.. .......................... 
Eau d i s t i l l é e  tamponnée .......... 

Eau tamponnée : N a 2  HPO4. ........... 5 
, -  . . f . .  

. .  ICH2 PO4. ............. 6,25 g, 
Eau d i s t i l l é e . e . . . .  500 cc 

-_ , . 

I. 

098 g 
o95 e- 
500 cc 

500 cc 
- .  
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Coloration : 
- Plonger l a  lame 2 secondes dans A. 
- Laver 10 secondes dans un b o l  d'ec2u tmponn4e. 
- Agiter Is lame pour  éliminer l 'excès  d 'eau. 
- Plonger l a  Laine 1 secoade dans B 
- Laver LO secona  dans l ' e a u  tamponnéei 
-L Laisser  sécher verticalement. 

Notes prat iques : 
- Après l a  préparation des colorants a t tendre 24 h e t  f i l t r e r  

- Tester l e s  colorants sur 
avant l 'emploi.  

une goutte épaisse Cgnvlweavant 
1 ! emploi . 

- Colorer l e s  gouttes épaisses dans Iss 24 h. 
- Examiner l e s  bords de l a  gout te  épaisse.  

2.  - COUES a n a t o m a t h o l o q i q u e s  

Pour dtudier  l ' a c t i o n  .des paras i tes  dews -'les - t issus' ,  

on peut effectuer  des coupes histologiques de cerveau, r â t e  e t  
fo i e .  
Le matgriel  d o i t  @%re prélevé e t  f i xé  moins de t r o i s  heures a p r h  
l a  mort du p a t i e ~ t ' .  
S i  l ' o n  e s t  int6re;Ssk di3.vantage par  l a  s t ruc ture  du Protozoai- 
r e ,  on f i x e  au Caraoy e t  co'lore au Giemsa. 
S i  l ' o n  vent é tudier  les lésion's,  il vaut a ieux f i x e r  . 3 ~ ' f o r n . 0 1  
s a l é  e t  colorer 8, 1'Iiematoxgline de Ehrlich, car  l e  Carnoy pro- 

voque l a  lyse des globules rouges. 

. .  

i 
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- Fixer l e s  t i s s u s  24 h au moins, 7 jours  au plus  dans l e  Fbrmol  
salé (10 cc formol  du c o h e r c e  et  90 cc d'eau sa lée  B'S,Tg;/l) 
Aprgs l a  f ixa t ion  on peut conserver long%emps dans l ' a l c o o l '  
B 70° 

- Deshydrater, inclure,  e f f e c t u e r  l e s  coupes e t  rehydrater.  
- Recouvrir l a  lame d'Hémätoxy2ine &e .Ehrlich e t  c-hauf$-:eP--5. .DB~-.-. 

au-dessus d'une lampe, pu is  laisser colorer  1 5  mn 5 tempéra- 
tu re  ordinaire .  ... 

- Rincer 8. l ' e a u  courante ( a l ca l ine )  jusqu'q-u bleu (au moins 2 m n )  
- Différencier  rapidement (environ 5 s )  5 l 'aLco01 acide, jus- 

qu'au rouge. 
(HC1 8. -@ dans l ' a l c o o l  70O). 

- Bleuir B nouveau h l ' e a u  courante e t  observer au microscope. 

. _  S i  nolorat ion non s a t i s f a i s a n t  e, recommencer .? 

- Colorer 2 mn à l ' éos ine  à 17; 
- Rejeter l ' éos ine  e t  r i n c e r  2 mn Bi.lleau: courante.: 
- Deshydrater et- monter au Baume du Caulada. 

- Colorant : H&"aoxyline .... .2g; . ; a l C O O l  xbsolu = 100 cc 
Eau d i s t i l l é e  ....... 100 cc 

Acide acétique gla 'cial  .... . 10 cc 
Alun de Potass ium ....... F%..L-t .. 3 g (ou  , ._ en ' .  excès) 

-* Glycdrine .. .. ..... o .  . ,100 cc 

Dissoudre 1'HGmatoxyline dans l ' a l c o o l ,  puis a jouter  l ' eau .  Met- 
t r e  l '&un  e t  % i t e r  jusqu'à dissolut ion.  Compléter avec les au- 
t r e s  produi ts .  
Boucher l e  flacon d ' m e  gaze e t  oxyder par  expos i t ion 'à  l ' a i r  

. .  

e t  à l a  lumière en agi tant  tous l e s  jours.  
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Transvaser dans une au t r e  bout eil lc?,  bouchée normleaen-t e t  
ccmserver dans un endroit  chaud 3 o u  4 semaines. !igi-l;er de temps 
en temps. 
Ta. solut ion r e s t e  s t ab le  plusieurs  années o 

Résultat  : l e s  noyaux sont colorés en bleu.  

3 Coupes histologiqKes d'Anophèles e n t i e r s  
. .  . .  

Tuer l ' i n s e c t e  c?ux vapeurs 
Fixer 1 B 2 h au Carnoy ou au Schaudialn 5-24 H. 
Laisser  1 2  H dans l!h.lcool h goo. 
Puis alco'ol absolu ': 2 bains d'l h. 
Nettre  dans l e  m6lmqe  benzoate de methyle 1- 17~ &e ce l lo i -  
dine jusqu'5 ce cij1.e l ' i n s e c t e  .coule ( 1 2  B '24 h ) .  
2 bains d ' l  h d a ~ s  le benzène a 

Inclure comme d'habitude après plusieurs  bains de paraffLne. 

d 'acide osmique 

( S i  l ' i n c l u s i o n  e s t  f a i t e  d a s  un ve r re  de montre, ne pas 
oublier  de 1' enduire d f a l b k i s r e  de Mayer). 

Les coupes pourront 8 t r e  colorées s o i t  au Giemsa9 s o i t  
8. 1'Hematoxvline de Ehrlich, s o i t  au Feulgen. (hydrolyse = 8 m).  
Cette technique de double inclusion e s t  valable  pour  tous l e s  in- 
sec tes  a i n s i  que pour l e s  t i s s u s  de Vertébrés. 

Y 

. )  

Bibliographie. 

- Laboratory technique f o r  t h e  study o f  Nalaria 
P. Shute and M. Plcaryon - 1966. - .  

J. and A. Cl.iurchiL1 Ltd 
- Mdria Paras i tes  - P C C Garnham. 1966.  Blackwell. 
- Notes L,S,T.N.H. 



- 25 - 

- _. - -  
1V - Babesia - Haemogregarines - 
Iles techniques de coloration, ta ia t  chez. l e  Vert Bbré 

que ches l e  vecteur r e s t en t  l e s  mêmes que pour l e s  Plasmodium. 
1 

t 

Les passages su r  animaux de labora to i re  s e  pratiquent 
Y 

v auss i  de In m8me façon. .- 

Rappelons simplement que, dans l e  cas des Babesia, 
il f a u t  que le Vertébré donneur présente de nombreuses formes 
de d iv is ion  pour que l e  pass:?*zge "prenne1?. 

.-I . I.-.- - ...-- I - -  , . ..-_ . ~ . ~ .. .. I . II -_ -.----.. ~ .". . . -  . _-.-. 

. .  

" .  

. .  
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Les Protozoaires du Genre Trypinosoma peuvent s e  ren- 
contrer dans l e s  5 classes de Vertébrés ; cepenckm-t, seules ,  
l e s  espèces. a f f e c t m t  l e s  mammifères supérieurs.peuvent ê t r e  pa- 
thogènes e t  ont une grande importance médicale e t  vé t é r ina i r e .  

Nous allons donc donner quelques techniques concernant 
ces dernières 

1. - Etude e t  en t re t ien  des souches sur  aiimaux de l a b o r a t o i r e  

L a  plupart  des' Trypanosomcis de la sect ion S tercorar ia  
sont é t ro i tenent  spécifiques e t  
t e n i r  sur l e s  ,animaux de labora to i re .  Belxls T.cruzi e t  T.ranqeli 
g u i  peuvent i n fec t e r  des hôtes t r è s  var i5s  dans l a  nature sont 
suscept ibles  d1 ê t r e  entretenus s u r  Rongeurs. 

pour  ce-a7  ne peuvent s 'entre- 

F?,r con.ty.e, tous l e s  Trypanosomes de l a  sec t ion  Saliva- 
r ia (à  par t  T,suis  e t  T.uniforme) peuvent passer sur  animaux de 
l a b o r a t o  i r e .  

La l i s t e  de ces  hôtes  a r t i f i c i e l s  s f 6 - t a b l i t  comme s u i t  : 
T. vivax - Rats ( d i f f i c i l e )  
T. congolense - Rongeurs (Toutes l e s  souches ne sont 

gas i n f e c t a t e s )  
T. simiae - Cercopithèques (3x5s pathogènes) 

Lapins  splenectcmisés 
T. brucei  - Ronge;lirs, l ap ins ,  singes 
T. rhodesiense - i d  

T.  gam%iense - R a t s  (en in t r a t e s t i cuLa i re )  
Rhesus e t  Cricetomys 
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T. equinum 
T. e quip e rd-um 

- Rongeurs 
- Rongeurs 
- Lapins ( i n t r a t e s t i c u l a i r e )  

chiens 

- 
I. Pour e f fec tuer  l e s  passages, on prélève une goutte de 

s m g  8. h queue d'une sour i s  in fec tée  avec mie p i p e t t e  & double 
e f f i l u r e  e t  on l ' i n j e c t e  dans l e  pér i to ine  d'une souris  neuve 

1 

I .. 

Bien que l e s  souches, une f o i s  inqt3KLlkes, so ien t  assez 
-.-_..---__..,.. -, .̂  

f a c i l e s  8. en t r e t en i r  ; ce système de passages r 6 p d t k s  présente 
de nombreux -inconvénients ; a i n s i  a u  bout de quelques passages 
l e s  souclaes de Trypanosomes du groupe Bmcei  d.eviennent monomor- 
phiques e t  perdent l e u r  pouvoir i n f e c t a i t  pour l e s  Glossines. 

- C o l o r a t i o p s  : Les Trypanosomes se  colorent SUT f r o t t i s ,  au  
Giemsa, pendkmt 30 mn, avec de l'eau. tmxponnée 4 pH = 6 , 8 .  

49 cc de M de Na2 HP04 1 _II 

15 
La technime au "Giemsa-salé" (pH = 7 , 2  - 1 h )  donne également 
d 'exce l len ts  r é s u l t a t s  ; en p e r t i c u l i e r  e l l e  permet de v o i r  net- 

r e s s o r t i r  l e s  grains  de volutine.  

.. tement a&par t  du f l a g e l l e  du kinetoplaste  e t  fa i t  admirablement 

Précisons que dans l e  cas de T,cruzi, l e s  f r o t t i s  d o i -  

vent ê t r e  t rès '  épa is ,  car ces Protozoaires 'sont t r è s  f r a g i l e s  
e t  un étirement excessif  du sang l e s -  endommage fortement. 
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Pour ce dern ier  Trypanosome, on pourra également 6tu- 
d i e r  l e  développement des pseudokystes, ~Q,! ,MS le coeur du Verté- 
b ré  : 
- Fixer un morceau de coeur au Formol salé e t  colorer B 1 íii4ma- 
toxgline de Ehrlich,  OM. bien f i x e r  au Camoy e t  c o l o r e r  au 
Giemsa o 

2. Infect ion des Vecteurs. 
----Il-.-- 

": groupe brucei 

Les Glossines sont  conservées diais d-e p e t i t e s  cages for- 
mges mi parall6LO.pipkde de f i l  de f e r  s m s  tendant un t i s s u  
B mail les  tr&s lâches.  Le cobaye infec té ,  représentant un pre- 
mier passc,,ge de. préf&ence, aura l'abdomen ras6 ,  puis sera en- 
dormi  au Nembubl (1 cc pour 2,250 kg de po ids ,  in t rapgr i tonéa l  . 

ou. intraveineux).  

L a  cage de Glossines se ra  posée sur l a  p a r t i e  rasée.  

Les Glossines s' infectent  le premier jour après l e u r  
éclosion e t  l e u r  pourcentage d ' infea%ation déc ro î t  ensui te  pour 
ê t r e  pratiquement nu l  l e  4e jour, car l a  membrane péritrophique 
e s t  alors complbtement d4veloppée e t  empeehe les Trypanosomes de 
poursuivre l e u r  cycle. 

: I1 est  donc t r è s  important d ' u t i l i s e r  des Glossines 
nkes l e  j o u r  r&m@, que l ' o n  obtiendra facilement par l ' é c l o s i o n  
a r t i f i c i e l l e  : lorsque on aura eu 25% d'éclosions na tu re l l e s  
dans un même l o t  de pupes, on pourra faire éclore  a r t i f i c i e l l e -  
ment l e s  pupes r e s t an te s  en découpant délicatement une c a l o t t e  



autour du pôle arrondi e t  ën pressant -lég&remeiit pour f a i r e ' s o r -  
t ir l a  mouche. 

. .  

Le pourcentage d ' in f6c t ion  sera .  plus  élevé s i  l e s  pupes 
u t i l i s é e s  ont é t é  conservées & 25 - 28OC ; ce pourcentage d ' i n -  
f ec t ion '  excèdera rarenent lo$, 'ce qui const i tue tou t  de même u n  
bon rbsultzt s i  1 'on cor'ìsi?te~e..lfuë~ 'dahs ..les condit ions naturel-  
l e s  seulement 1 8. ?$ des' mouches' &ont riulÎect6es. 

* -  
..... . L,,.-',.,_ ' 

+' 

I 

Les Trypanosomes pourront ê t r e  observés en t re  l e  6e e t  ' 
l e  10e jour  dans l e  proventricule e t  en t re  l e  30e e t  l e  35e jour 
dans l e s  glandes s a l i v a i r e s .  < 

I1 s u f f i r a  de nourr i r  des Glossines porteuses de Trypa- 
nosomes m&tpacycliques s u r  un m i n a l  neuf pour déclexcher une nou- 
v e l l e  infect ion.  

Le sang de l'animal. p o s i t i f  s e r &  congelé pour conserv+ 
' l a  souche, pu is  on pourra f a i r e ' d e s  passages, des mises en cul- 
tu re ,  ou i n f e c t e r  & nouveau des Glossines. 

Les Trypanosomes chez l e  Vecteur seront  
sa, s u r  f r o t t i s  ou  étalements, 30 m n  à,' pH' 6 , 8 .  

Les coupes de Mouches. seront  effectuées  
l a  même façon que l e s  coupes d'Anophèlee. 

colorés au Giem- 

e t  colorées de  

B - Stercorar ia  : T .  c ruz i  --.- 

Les Triatomes .( T: in fes tans ,  Rhodnius pro l ixus)  sont  
élevés .dans des cylindres de ver re  contenant; un carton p l i é  plu- 
s i eu r s  f o i s  a f i n  de simuler des f i s su res ,  bouchés d 'un côte' par 



un l i & g e ,  e t  de l ' zwut re  par une gqze'tendue. 

Pour l e s  i n fec t e r ,  il s u f f i r a  de poser  l a  cage sur un 
animal (ex : cob2"ye) porteur de' Trypanosomes. 

u 

L ' infect ion pourra slvoir lieumême s i  l'on u t i l i s e  une 
c - v i e i l l e  souche, car  IC pmvoir5nf&ieux dc  T.cruzi, 'a l 'oppos4 

du groupe brucei, n ' e s t  pas a l t é r é  par'-de nombreux: passages sur 
animaux de lzbora to i re .  

Ve même, l'gge des Triatomes u t i l i s6s  n ' e s t  p a s  impor- 
tmt cc?r i l s  peuvent s ' i n f e c t e r  à t;ous l e s  st=Ldes (6  stades lar- 
va i r e s  2,vec un repas de sang 8. chaque s t a d e ) .  

. Après 8 B 20 jours, on dissequem les Triatomes e t  on 
cherchera l e s  Trypanosomes dans l ' i n t e s k i n  postér ieur .  On pourrs  
a l o r s  confectionner des f r o t t i s  que l'on colorera au Giemsa e t  
i n f e c t e r  d 'au t res  ma"if&res en inoculant intraperitonéalement 
quelques Trypanosomes prélev6s avec une gout te  de sérum physiolo- 
gique o 

.. 

L' infec t ion  pourra aussi s e  produire chez l e  Vert6bré des 
s i  on effectue des scarifications sur l'zbdomen e t  s i  on y dépose/ 
excr6ments prélevés dans l ' i n t e s t i n  pos té r ieur  des Triatomes e t  
contenant des Trypanosomes métacycliques, 

3 - Conservation des Trypanosomes par congélg3j.n 
.. . ~ 

O n  peut u t i l i s e r  l e  mQme procédé de conservetion dans 
des ampoules sce l l ées  que nous avons indiqué pour 1s Plasmodim-; 

mais en a g i s s ~ m t  a i n s i ,  le sang d'une souris donnant environ 
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deux cmpoules, l a  souche ne peut ê t r e  u t i l i s é e  que deux f o i s .  
I1 vaut. donc mieux employer l a  méthode de Cunningham, Lmsden 
e t  Vebber (Experimental parasitology, 14, 280-284, 1963) qui 
consis te  8. r g p a r t i r  l e  sang dans unc quinzaine de tubes cap i l l a i -  
r e s .  On pourra a i n s i  f a i r e  de nombreuses expériences avec la 

.__*__ - "~ 

~~ 
. "". . - -  ~ .. 

i mgme souche. 

P T e c h n a  : Pr61ever l e  sang au coeur avec une seringue héparinée 
e t  compléter l e  volume avec de l a  glycérine pure de t e l l e  so r t e  
qu 'e l le  s o i t  à 7,5$ par r appor t  a6 sang. 

Puis r é p a r t i r  l e  sang dans des tubes cap i l l a i r e s  d'une 
dizaine de centimètres de long. ' 

(Vei l le r  8. ce que l e  sang ne remplisse pas le tube en- 
tièrement, pour dv i t e r  q u ' i l  s o i t  a l t é r é  ensui te  par  l a  chaleur) .  

~ ~ I 

Scel le r  ensui te  l e s  tubes B l a  p e t i t e  flamme d 'un  Rm-- 
zen e t  l e s  placer  dans un tube a essai rempli d'alcool absolu, 
qui e s t  l u i  même in t rodui t  dans wi ndlaige de csrboglace e t  
d 'a lcool .  

Pour  les manipulations prat iques,  on s e  procurera l f a p -  
p-.reil dont l a  descr ipt ion e s t  donnée p a r  l a  communication de 
%uiningh,.Llzz e t  Lmsden c i t ée  plus haut .  

I 

Les Trypanosoqles de c e t t e  sec t ion  (ex : T. cruz i )  se  
cul t ivent  t r è s  bien sur milieu JXN'N. 



Ce milieu convient également B l a  cu l ture  des Leishma- 
n i e s  e t  nidme 5 des f l a g e l l é s  l i b r e s  t e l s  que l e s  Bodonid&. 

a )  - 3l;lilieu f ~ "  
PrBparation --. de l a  &lose : 

- U t i l i s e r  : 5 g de Gélose D i f c o  
3 g de C l N a .  
500 cc d'eau dkWki.llée. 

- Dissoudre l e  C l N a  dans l lea,u,  pu i s  chauffer. 
- Ajouter 1.a gélose lorsque 1Iex. i  s a l ée  frémit e t  remuer 
. jusqu'8. d i sso lu t ion  complète. 
- Répartir  en tubes de 17 B raison de 5 cc ,par  tubes 
- S t é r i l i s e r  B llautoclavpe B 120° pendant 20 mn. 
- Conserver 8. + 5 O C .  

I .  

Ponction cardiaque 

- Prélever s tér i lement  le sang (environ 40 ce) au coeur du l%pin, 

- Verser le sang dans un flacon contenant du c i t r a t e  de Na 8. 1% 

- A j out er extenporan6ment 250,000 
- Agiter l e  tout  un moment (mouveuents c i r c u l a i r e s )  
- Conserver B + 5 O .  

&, l a  seringue de 50 cc paraff inée 

s t e r i l e  ( 3  cc pour 40 cc de sang) 
U de Pénic i l l ine .  

Mélange gélose-sang 

- RBchmffer les tubes de gélose e t  f lacons de sang 2 heures 

- Liquefier l a  gélose au bain-marie, puis maintenir l a  tempéra- 

- Verser 1 cc de sang dans chaque tube ( p a r  s6 r i e  de LO). 

&, l a  température du h b o r a t o i r e ,  

tu re  aux environs de 45O. 
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- Ue-ttrc l e s  tubes gélose + sang en T-ttente dsns un bain-marie 

- Agiter les 1 0  tubes d'un mouvement c i r cu la i r e ,  en év i t an t  l a  

- Laisser  r e f r o i d i r  en pos i t ion  inclinGe. 
- Après la p r i s e  de l a  gélose, éprouver Is s t é r i l i t é  24 h 8. 37O. 
- Conserver 8. -I- 5 O C  ( 3  8. 4 semaines insxi") o -  . 

à $OOC. 

formation de bul les  e 

_ _  
Ensemencement 

- Ajouter un peu d'eau physiologique B l ' e a u  de condensation qui  

- SrBlevcr par ponction veineuse 6 ou 7 cc aé sang au pa t ien t  

- i).'iélianger e t  d i s t r i b u e r  8. ra i son  de O ,  5': cc i p a r  tubes. Puis -con- 
server  à l ' é t u v e  h 25 - 2 8 O .  

- Liixminer l e s  tubes 8. p a r t i r  du 10e jour. 

est déjà  zu fond du tube.  

avecruMe seringue contenant 1 cc de Li.quhIde Roche-. 

. .  ' 

- 

Coloration : E t a l e r  une goutte de cu l ture  s u r  lame, lais- 
ser sécher 
Colort; 'r,  conme un f r o t t i s ,  au Giemsa 1 5  mn à 

b )  - m e  des formes amastigo& 

pH= 6,8 .  
I 

On peut é tudier  l a  transformation de forrres f l a g e l l é e s  
en ~ " x t i g o t e s  en ensemençant ces formes f l a g e l l é e s  dans une cul- 
t u r e  de mcrophagcs de souris.  

. .  ~ .- - CcUltqrc-Le ms crophages 

- Tuer la s o u r i s  8. l ' é t h e r ,  l a  f i x c r  s u r  l e  d o s  e t  l ave r  8. 

- Ouvrir 1 abdomen o 
1 ' ~ ~ l C 0 0 1 .  
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-;.A la. p ipe t t e ,  r i nce r  l e s  i n t e s t i n s  zvec du milieu 199, puis 
reprendre e t  verser  l e  l i qu ide  d:ms des tubes 'a lamelles.  

-.Le.lendemain, observer à la loupe s i  l e s  macrophages sont 
f i x é s  sur l a  lamelle,  puis changer l e  milieu.  

- Changer l e  milieu ensuite tous les 8 jours. 
- 

- P Culture des amastigo- 

- Ensemencer avec des T. cruz i  prélevés dsns l ' i n t e s t i n  posté- 

Le l ademain  ,on pourqa observer . .  de nornbreux amastigotes dans 
l e s  macrophages. 

- ,..". - ... . . .,-. rieur d 'un  Triatome e t  incuber $- 3 7 O .  

- Coloration : Dans . l e  tube B lamelle 
I _ _ - -  

- Fixer 4 ~lzn 8. l t a l c o o l  méthylique 
- Colorer 30 mn au Giemsa (8 gout tes  pour 5 cc d'eau neutre)  
- Ret i r e r  l a  lamelle, r i n c e r g  sécher e t  monter k ' l ' e u p a r a l  

v e r t .  

B - % l i v a r i a  -. -.- 

A %;*e: d'exemple nous a l lons  donner deux rciliewr pou- 
vant s e r v i r  l'un 8. l ' i solement  e t  l ' a u t r e  & l ' e n t r e t i e n  de sou- 
ches d-c Ip. du groupe brucei e t  T. 
Ces milieux san t  u t i l i s é s  pour l e  diagnost ic  de la Trvppanoso- 
n i m  z huimine . 

congolense. 
- 

a) Pour l ' i solement  : Milieu d'Ali- 
- Gelose 2 g 

ClaTa 8 , 5  g 
eau d i s t i l l é e  : 1000 cc 
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- I  . . .  - Disdoud-re au bain-narie, 
- R Q p a r t i r . 8  ra i son  de 4 c c  par  tubes cle 17 .  
- S t d r i l i s e r  P . l l O o  pendant 20 m. 
- Ajouter 8; 5 O o C ,  2 cc de sang t o t c l  humain c i t r a t 6 .  

1 Placer les tubes 8. - 20° pendant 48 h puis  decongéler pour pro- 
voquer l'h6molyse des hematies..'., , . . ,  . , . . . . ,  . .  .. 

*, 

-, 
U 

b )  u Pour *.. u1__ l e  --. maintien , I : Milieu -UIII-_-- de Tobie .-.-.2..-.-." 'von_Brand,, . et,MehJ",l950. Q_- 

__II I -. - Phase so l ide .  

- Dissoudre 1,5 g Bacto - beef (Difco) ; .  2 , 5  g .Bacto-peptone 
(Difco) ; 4 g de N a C l  e t  7 ,5  g Bacto-agqr, ( Q i f c o )  dans 500 cc 
d'ec~u. d i s t i l l é e .  

- Ajuster l e  pH 8. 7 , 2  - 7,4- avcc de l'hydroxyde de sodium 
e t  autoclaver 8. K L O o  pendant 20 m. 

- Refroidir  B 5 O o C  e t  a jou te r  l e  sLmg t o t a l  de l ap in  ou hu- 
main C i t r a t é  ( c i t r a t e  de sodium s t é r i l e  8. 0,5$)  e t  inac t ivé  -(30 mn 
8. 560C) ,  dans la, proportion de 25 :cc de sang pour 75 cc de s o l u -  
t i o n  de base o 

- Répart i r  8. raison de 5 cc par  tubes e t  l a i s s e r  s o l i d i f i e r  

.;: 

. .  

. .  

en pos i t ion  inc l inée .  
- Ph%g-e, l i qu ide  
- Solution de Locke modifiée : Na G1 = 8 g ; K C1 = 0,2 g ; 

3 C a  C12 : ,  0,2 g .; X H2 PO4 : O.,.? Q ; glucose = '29 5 R ; e t  un . l i t r e  

d '  eau d i s t i l l é e .  - 

- S t é r i l i s e r  par f i l t r a t i o n  sur  bougie Chamberlain I; 7 QU 

- Ajouter-2 cc d e  so lu t ion  dans chaque tube e t  l e s  boucher 
autoclavage. 

avec un coton entouré de gaze. 



- Après ensemencement les tubes sont incubés 8. 24 .- 2 5 O C .  

La population mtxinum e s t  a t t e i n t e  entre  $0 e t  1 4  jours 
après 1 ' inoculat ion a 

. .  

5 - Dicgnostic des Trypanosomiases > a n s  

I , .  . - Lésion primaire : Dans l e  cas d'une i.nfection rdcente on pour- 
ra détec te r  l e s .  Twpanosomes en exanfnant l e  l i q u i d e  foumi  
par  une p i q k e  du chancre d'încculat?-on. 

. .  

- Examen-.!-- du sang : A frais, entre  1ar.c- e t  lamelle  ou er, gout- 
t e s  &pa,isses colorées selon l a  m6thof.e de'Ilaclennan (1957 - 
T r a m o R .  Soc. Trop. Ned. Hyg. 51; 30L.). 

. .  

. .  . .  - Effectuer . .  l e s  gout tes  épaisses 'e<;' l a i s s e r  &cher. 
- Préparer l e  colorant : Giercsa 8, I..O$'dans' l ' e a u  tamponnbe 

- Plonger l a  lane  1 seconde dzns l e  bleu de méthylène 3-c- 

- Rincer 8, l ' e a u  courante e t  plzcer  l a  1ame.d.aYI.s l e  colorant 

- Laver rapidement B l ' e a u  courante e t  l a i s s e r  sécher. 

_- i 

B pH = 7 2 .* 

queux 8. o, 5% 

"( 30 '  Pm) . 
Le bain prél iminaire  de bleu cle néthyl6ne rédui t  les 

d&crts causés aux Trypanosomes duran'c la colorat ion au Giemsa. 

Les  Trypanosomes ne s e  trouvent pas tous l e s  jours e t  
.k tou tes  l e s  heures dans l e  sang ; 0x1 a donc i n t é r ê t  8. f a i r e  des  
gout tes  Bpnisses 3 jours de su i t e .  
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Pour avoir  plus  de chances de trouver l e s  Trynanosomes on peut 
auss i  f a i r e  la t r i p l e  I--- centrifugation, de- Jioare 
- Centrifuger l e  sang veineux 7 rxn 'a, 1000 t/m 
- Décalter l e  surnageant dans u second tube e t  centr i fuger  

10 ran 'a, 1500 t/m. 
- Décanter B nouveau l e  surnageant d a m  un troisième tube e t  

. 

centr i fuger  15 B 20 P I  8. 2000 t/m. 
- Exminer  l e  culot entre  lame e t  Inmelle. __ 

Lrexcmen du sang e s t  de pz-emière inlportance pour T.rh6- 
desiense car  les formes pa ras i t e s  (lu SrWq sont toujours en  nombre 
su f f i s an t  pour ê t r e  décelées. 

. .. -', 

- Exanlm des glandes lymphatiques ; Dam l e  'cas de T.qar!biehse, 
l ' exawi i  du l i q u i d e  obtenu pa r  @onc-l-ica des glandes IgmThati- 
ques e s t  mie des plus  sûres  m$Hmdes- ? e  diagnost-ic npendant l e s  
premiers s tades  de l a  aalrtdie. (26stultats p o s i t i f s  dans 9OF 
des c?,s). 

-, 

- Exnnen du l i qu ide  cerebrospinal : effectuer  une ponction l o o -  
ba i re ,  centr i fuger  e t  examiner. 

- Inoculation d'animaux de l abora to i r e  : Cette mgthode e s t  d e  
valeur  incer ta ine  car !P.gambiense passe par fo i s  d i f f i c i l e n e n t  
SUT les axl.nsux de labora to i re  ; on peu'c cependant essayer 
d '  in fec t  e r  des ra ts  p c r  inoculations in t rpbtes t icu la i res .  

Les Cercopithèques s ' i n fec t en t  mieux m z i s  coûtent t rop  cher. 
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- Cultures : LIS a i s e  en cul ture  e s t  6g;Cblement une mijthode de 
valeur r e l a t i v e  caw seules  l e s  xouchcs transmissibles par l e  
vecteur réuss i ssen t  en"cu1ture . - .. 

- Sigms de présomption : 
- Réaction de f ixa t ion  du compléri?..ont 
- Ieucoformolgelif i ca t ion  : 

D a m  un tube B hémolyse contehant 1 ou 2 cc de s d r ?  5 t e s t e r ,  
a jou ter  2 ou 3 gouttes de fo rmol ;  a g i t e r  largement'pour mélan- 
ger. , 

Résul ta ts  : Pr i se  en masse etlactïea&eace apparaissant : 
- au bout de 5 mn = +++ 
- a v m t  30 mn 
- au-deln de 30 mn= - 

= + (douteux) 

B - --.-.---- Trypanosomiase mdr i ca ine  

- Examen du sang : On peut déceler  l e s  Trypanosomes en gouttes 
dT&isses m a i s  seulement dans l e s  cas aigus, 

mais il faut que l e s  Trypanosomes so ien t  relativement nonbreux 
dans l e  sang pour que 1% cul ture  preme.  

- Cultures : T. c m z i  s e  développe t r è s  bien s u r  milieu NNN 

- Xénodiagnost.ic : On nour r i t  un T. i n f e s t a l s  de  laboratoire  
sur  l e  mlade. Après 10 jours  on presse l e  Trintone pour l e  
f a i r e  d6feguer su r  lame e t  on examine. 
Faire  de r&me après 20 jours .  

Avec Rhodinus prolixus : disséquer après 1 5  jours  e t  
chercher les f l age l l é s  dans l ' i n t e s t i n .  
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I t i c  $e la trypanosomiase smérica.ine. 

- . ", 
Le X6nodiadgnostic e s t  l e  meilleur procédé de diagnos- 

A.4 

c - Dipgnostics sérologiques. 

.+? - Réaction de f i x a t i o n  du conplément 
L 

- Test d'in1aunofluorescence. 

- 

. . - ~ .... ~ . . .. , _. ..- - . ,. .. . 

i' 

. ". . 
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Trl - Leishgmies 
ru;C"LrYr 

. .  

Iles Leishmnies  s m t  des Protozoaires pa ras i t e s  d-es macropha- 
ges e t  des ce l lu l e s  du système ré t i cu lo -endo thk l i a~  de Lézards, 
de Rongeurs? de Carnivores e t  de 1'Eomme. - 
Les vecteurs 8-ppartiennent au genre Sergentomya pour l e s  '@ara-. 
s i t e s  de Rept i les  e t  aux genres Phlebotomus e t  Ilutzonya pour . 

l e s  pa ras i t e s  de Mammifères. . .  

_. 

I '  : . 

Les Leishmanies déterminent chez l'Homme l e  K a l a - A m r ,  
l e  Bouton Cir Orient a i n s i  que l e s  Leishmanioses mér i ca ines  P 

1 - - Isolement d=e uyI.IIIlIu-IIy- l a  souche B partir  des rBsempirsk de vir-g 

Les principaux hôtes réservoi rs  des Le i shan ioses  hu- 
maines sont l e s  chiens e t  l e s  rongeurs sauvages, 

Chez cr:s xtimaux9 les différences entre Bouton d' Orient 
e t  K a l a  Azar son-t  moins marquées que chez l 'Rome,  car dans 
l e s  deux cas i l s  peuvent présenter  des l é s i o n s  apparentes e t  
des invasions viscdrales .  

a )  ---I Pas de lésiogls_ apparentes 

- Rongeurs 
- Tuer 1 ' a n i E d  B l ' é t h e r  
- Aseptiser B 1 'a lcool  
- Ouvrir du ce t é  ven t r a l  
- Chercher l e s  ganglions ou organes anormaux e t  prélever  l a  

- 

r â t e  e t  l e  fo i e .  
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- Placer  chaque prélèvement dans un  tube s t é r i l 6  contenan-f; quel- 
ques cc d k ~ i  mélange : 20 cc de sérw;l physiologique + 
250.000 U de Pénic i l l ine .  

- Puis,  sectioiiizer un t i b i a  au ciseau 
- Pr6lever l a  moelle 8. l a  p ipe t t e .  
- Mettre en tube comme prkcédemment. 
- Le contenu d-e chaque tube e s t  broyé, puis une p a r t i e  e s t  mise 

en cu l ture  sur milieu "N, l ' a u t r e  e s t  inoculée par  voie in-  
trapéritonéKLe B des cobayes. 

- Chiens 
. . ~ -. . . ".. . .  . .  

- li5-esth'ési e 
*---- 

- Dénuder l a  veine saphène ( p a t t e  a r r i è r e ) ,  

. .  '. I , " __._- -*.. I 

- P placer  un t roca r t  de salmon 
- In jec te r  w e  solut ion de chloralose 8. 1% d a a s  du s4rurr, phgsio- 

__ --, I - -. --. -. 

logique, selon l e  poid-s du chien 8. raison de 0,lO g de chlo- 
rcalose p-r ki log.  

Rechcrclie des paras i tes  

- Effectuer mie biopsie  de peau 8. l a  face infér ieure  de l a  queue 
e t  f a i r e  des spposi t ions que l'on colorera au Giemsa ( 4 5  mn - 
PH = 7 7 2 )  

- Couper l a  pointe d'un ongle e t  r e c u e i l l i r  m e  gout te  de mu- 

- Introduire  un coton nonté dans wie narine et-  f r i c t ionne r  l a  

- Faire des apposit ions zvec des biopsies  dee f o i e ,  & t e ,  moelle 

queuse- unguéale - E t d e r  e t  colorer  av Gierfisa. 

muqueuse ; puis  é t a l e r  sur lame e t  colorer .  

osseuse e t  gansions. 
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Isolement des paras i tes  

- Chercher l e s  ganglions anormaux e t  les ponctionner, 'a l a  se- 
ringue, en in j ec t an t  puis en reprenant plusieurs  fois du sérum 
physiologique. Mettre en cul ture  sur ]1Jp\TN e t  inoculer 'a des co- 
bayes o 

- Prélever des morceaux de r â t e ,  f o i e  -et moelle ; broyer, en tu- 
bes, d-ans  l e  mélange s6rum physiologique Pén ic i l l i ne  - Mettre 
cu l ture  e t  inoculer 2, des cobayes. 

b )  Lésions apparentes 
I_- 

._.I.. . 

On pr6l'evert., l e  pus dans les lksions.  On pourra l ' é t u -  
d-ier sur f r o t t i s  e t  l ' i nocu le r  'a des animaux sa ins .  

2 - Entret ien des s E h e s  sur a+qigi.?:gA $e l abora to i re  
1 

Iles meilleurs hôtes de  laborn to i re  sont l e  hamster, l e  
cobme, le chien, l e  l o i r ,  l e  merion e t  l e  cotton-rat .  

-Pour e f f ec tue r  l e s  passages, 09-inoculera p a r  voie sous 
cutanée (du dos) ou intrape'riton6SL.e les broyats de r â t e ,  f o i e ,  
moelle osseuse di luks dans l e  s6rum physiologiaue. 

3 - LgLqn d-es vecteurs 

Iles Phlébotomes gorgés s i r  taniaal inf enté sont dissé- 
qu6s au baut de 8 jours,  dans une goutte de sérum physiologique. 

- .. - 

-- 

Ecraser l e  pharynx e t  l'intestin antgr ieur  pour  l i b é r e r  
l e s  Leptomonas. 
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iil 

e 

Conservati= par l e  f r o i d  4--'..- - 
Prélever l a  phase l iqu ide  du milieu e t  conbentrer l e s  

Leptomonas p m  cent i i fugat ion B 2500 t/mn pendant 5 mn ; 
a jouter  10s d-e glycgrine pure. 
Placer dans ,.des ampoules sce l lées  et; conserver pa r  h e r s i o n  

flea Leptomonas peuvent r e s t e r  en v i e  pendant 1 an e t  demi. 
- Décongeler brutalement à 40'. 

.4. 

b-iTuP;,zle B - 70' ..- 

Les Leishmanies se cu l t iven t  su r  milieu IT" B. 22OC. 

Les formes obtenues sont  des promastigotes qui s e  développent 
en voi le  à l a  surface de l a  phase l iquide.  

I 'y 

_ "  

Le repiquage d o i t  avoir  l i e u  tous l e s  7 jours. 
Pour l e  d&-nostic : il fau t  ensenencer 6 tubes e t  poursuivre, l e  
cas &chécZLt9 l e s  repiquages pendant 5 semaines. 

_ _  

Pour colorer  : il suffit de prélever  une goutte de 
cul ture ,  l ' é t a l e r  sur  lame e t  t r a i t e r  come un f r o t t i s .  
sa - pH = 7 , 2  - 25 m).  

(Giem- 

. .  

Les modifications de l a  virulence d e s  souches de 
Z e i s h m i e s  en cul ture  sont fqnction de..l 'espi!ce : a i n s i  l e s  
souches de L. donovani perdeg? ''%pidement l e u r  virulence tandzs 
que ce l les  de L. t rop ica  l a  conservent inbéfiniment. 

~ . - - ... .-. .--._"l-".l. - . .-. . . . .. . _  . 

. ,  .' . .  

. .  . .  . . ,  . - .  . . .  . .  . 
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Les mammifères peuvent ê t r e  in&cüL& ..en intrap6ri-to.- 
néal  ou en sous cutané 'a p a r t i r  des cul tures .  

. .  
. . I *  : r . j  

Les Leishrhariies peuvent ê t r e  cul t ivges sous fome  
mas t igo te  dans des cul tures  de macrophages. de souris  sur  ' m i -  
l i e u  199 (voir  T. c r u i i )  Lamy (X.P) a r r i%e  g i n s i  'a boucler t o -  
talement !'in v i t ro"  l e  cycle : culzas.tigote-promastigote-amasti- 
g o t  e. 

6 - Coloration du f l a g e l l e  

, ? . .  

. .  ~. 

.I .. . I 

Le f l a g e l l e  des Leptomonas ou l e  rhizoplaste  des Leieh- 
inanikt,peixvent se  colorer de l a  faqG suivante ' : 
- Fixer  pendant 

Schaudim. 
(solut ion saturée acqueuse de sublimé = 2 p a r t i e s  

' a l c o o l  absolu = 1 p a r t i e )  

1 0  mn'le f r o t t i s  zu' sublim6 'a lcool ique de 

. .  

- Re'jeter, ' recouvrir  d 'a lcool  iodé 'et renouveler jusqu'b non dé- 
colorat ion * 

- Elillziner l ' i o d e  pa r  l ' a l c o o l  90° 
- Sécher 
- Recõuvrir de -serum de cheval (10 m) 
- Essorer rapideraent, puis  colorer  
- Rincer e t  l a i s s e r  sécher. 

au Giemsa B 10% pendant 1 h. 

7 - Diagnostic des Leishmanioses humaines 

- Bouton d ' @ r i e n t  . . . .  

- Lorsque l e  Bouton n ' e s t  pas  ulceré ,  l e s  amastigotes sont 
t r è s  nombreux ; on peut piquer l a  lés ion,  presser  e t  r e c u e i l l i r  
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l 'exsudat  ou bien p l m t e r  une p ipe t te  e t  a sp i r e r ,  puis  effec- 
t ue r  des f r o t t i s  avec l e  pus e t  examiner. 

d ra  piquer l e s  bords de l a  le'sion e t  exanivler une p a r t i e  du pus, .- 

après colorat ion,  e t  mettre 1 ' au t re  en. cul ture .  

- S i  l e  Bouton e s t  ulcéré ,  les paras i t e s  sont ra res .  I1 fau- 

c 

7 - Leishmaniose cutaneomuqueuse 
h P L I  

Effectuer  des f r o t t i s  e t  apposit ions avec des ponc- 
t ions  ganglionnaires e t  des biopsies cutcanées de lés ions .  

. .. 
? . .  

Le t e s t  de "Intenegro pemet  de d is t inguer  l ' a f f e c t i o n  
d'une dematoaycose : 
inoculer  intraderaiquement 100 e O00 
n o l - s h m  sa l é  8. +$. 

promastipptes dans l e  phe- 

S i  l a  réact ion e s t  pos i t ive  on obt ient  48 h plus t a r d  

une papule palpable de quelques m de diamètre. 

- -- Leishmaniose --- viscérale  

Il e s t  possible  de déceler  l e s  quelques rares parasi tes  
du sang par la méthode de Ross : effectuer  un f r o t t i s  que l'on 
a r r ê t e  brusquement, e t  chercher l e s  macrophages paras i tés  sur 
ce t t e  l i gne .  

? 

Y 

I1 e s t  tou t  de même préférable  de colorer  e t  mettre en 
cu l ture  des biopsies de fo i e ,  &te e t  moelle osseuse. 

Tests sérologiques Pormogelification 
Fixation du complément 
Immiofluore scence . 
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. .  

B i b 1 i o g r a p h i e .  

- The Cultivatiori o f  P a r a s i t e s  in V i t r o .  1968 
A.E.R. TAYLOR a d  J .R .  BAXER 

B l a c k w e l l .  

- .I---.-. _, - ____  _. - Handbook of medical Pro tozoology.  1949 
by €€dare - Ed: B a i l l i è r e ,  Tindall and Cox 

- Notes domiées B l a  L.S.H.T.M. 
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Protozoaires paras i tes  des ce l lu les  
rét,iculo-endothéli@es e t  musculaires 

- Dans ce chapi t re ,  nous t r a i t e rons  deux genres dont le cycle e t  
c 

l e s  a f f i n i t é s  systéïQatiques sont encore m a l s  d6fiqi.s 
e t  Xarcocystis. 

Toxoplasma . .  

Le JCoruitee i on Taxonomy and Taxonomic problems o f  the  
Society o f  Protozoologists" (1964) l e s  c lasse  ainsi : 

Subphylum SPOROZOA 
Class e Toxo plasm ea 
Genre Toxoplasma 

Genre Sarcocystis . ...-. ._.I".. 

A )  - Genre 9oxoplas~pZ t 
4 ..L 

Ce genre comprend une seule  espsce (T. gonclii) de spé- 
c i f i c i t é  tres la rge  et pouvant i n f e c t e r  de nombreux '"ii'ert8bre's k 
sang chaud. 
Chez l'homme e l l e  déteraine l a  Toxoplasmose. 

, -  

Les  Toxoplasmes paras i ten t  l e s  macropAages e t  lymph~- 
c cgtes,  l e  système nerveux cent ra l  (cerveau) e t  l e s  ce l lu les  

muscülaires. -. 

1 - Entret ien de l a  souche 

a) sur animaux de labora to i re  -- 
La plupart  des a n i "  de labora to i re  (cobayes, l ap ins ,  singes,  
rats, chiens) peuvent s ' i n fec t e r ,  m a i s  l ' animal  de choix u t i l i s e '  
pour l e  diagnost ic  coime pour en t r e t en i r  la souche e s t  la Souris.  
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Pour ef fec tuer  l e s  passages : i n j e c t e r  à l a  seringue 
t -? - I - ' 

du sérum physiologique dans l e  p6rioiDe de lc s o u r i s  infectée, 
puis reprendre e t  i n o c d e r  intrapér4tvrtéalement l e s  sour i s  
vierges  o 

Lar conAl  at  ion 

I n j e c t e r  1 cc de  serum physiologique dans l e  péritoiDe de l a  
sour i s  ; reprendre e t  mélanger dans la seringue avec 7 ,5  cc de 
glycérine pure, 
Mettre en mipoules, s c e l l e r  à l a  flamme e t  co-u1server dans l ' a -  
zote l i qu ide  o u  l a  carboglace. 

2 - C o l o r a t i =  

-___I Zoïtes : Déposer sur lame une gout te  de sé ros i t é  pér i to-  
néale,  prélevée à l a  seringue, e t  Q t a l e r  ou f a i r e  -un f r o t t i s .  
Colorer au Giensa (25 mn - p H  = '7,2) 

Kvstes : Prélever l e  cerveau de l a  souris, effectuer  des 

coupes e t  colorer  au Giemsa ou 8. 1'Hématoxyline de Ehrlich. 

B) - Genre &r.cocystis 
. ._ 

Les représentants de ce genre s e  trouvent chez l e s  o i -  
seaux, l e s  mamifères herbivores e t  l ' h o m e .  

Le s e u l  s tade du cycle connu e s t  l e  kyste,  paras i te  du 

coeur e t  des muscles. 
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On range 8. c%té--des Sarcocystis l e s  genres - 3 e s n o i t i a  
(pa ras i t e  du b é t a i l )  e t  l 'organisme M (pa ras i t e  du C m p ~ g n o l . ) .  

- 
L'étude de ces Protozoaires se  f a i t  sur  coupe.,^ his to lo-  

giques de mus cles pa ras i t  és. 
A t i t r e  d'exemple, on pourra e f fec tue r  des coupes de  coeur de 
mouton, qui son t  p a m s i t 6 s  8. 90% par S.. t ene l l a .  

e -  

., . , ,. . ., . 

i 

. ". _ _  ~....... I. _ .  . .. ~ 

. .  t 

. . .  . 
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Protozoaires ---- paras i t e s  du tube d iges t iT  
.I 

Les 'techniques exposées dans ce chapitre sont essentiellement des 
techniques de Frotoz.oologie humaine, m a i s ,  l e  cas échéant, e l l e s  
peuvent ê t r e  appliquées & l ' é t u d e  de Protozoaires pa ras i t e s  d 'ani-  
maux. 

- 

I I  

Les Protozdalres du tube d iges t i f  de l 'Home appartien- 
nent aux groupes suivants 

1 - Flagel les  
T r i  chononadines 
Ret ortamonad in es  
Diylozoaires 

Walkmpfidae 
Dient mm e b ida e 
Ent w o e  b inae 

11 - Rhizopodes 

111 - Sporozoaires 

LV - Cil ies  
Eimer i i d  ea 

Bal ant  i d i m  

- Trichomonas 
- Chilomastix 
- Giard ia  

- Iodamoeba 
- Dientamoeba 
- Ent,moeba, Enilolirnax. 

- I sospora  

Q -  Examen des s e l l e s  

1 -  Prélèvement e t  t pnspo rt 

Les matières f éca l e s ,  aus s i t6 t  émises, sont prélev4es e t  
placées dans un r éc ip i en t  en carton paraff iné 'a Large ouverture. 
I1 e s t  nécessaire de toujours l a i s s e r  un  espace vicie important e t  
de ne pas f e m e r  hermétiquement B cause des dégagements gazeux. 



L'examen des s e l l e s  d o i t  ê t r e  fait  l e  plus rapidement possible  ; 
s ' i l  ne peut ê t r e  effectué immédiatement, on a int6rG-b 5 conser- 
v e r  l e s  s e l l e s  dans un endro i t  frais. 
Pour l e s  conservations-de longue durGe, l e s  s e l l e s  sont f ixées  
et pr.&.sergdes dans une , so lu t ion  de Formol du commerce 'a 10% dans 
l ' e s u  j ou Dieux9 d'ms un mélange de F o m o 1  2. 10% ( 9  p a r t i e s )  e t  
de Glycérine (I g a r t i e ) .  

, 

.,. 

_ _  
i 

2 - Recherche des parasit es aprèa,  enrichissement ~ 

--_u_Iu 

_ _  
Afin c i tév i te r  t ou te  pe r t e  de temps e t  d'augmenter s e s  

chances de trouver les paras i tes ,  il vaut mieux, dès l e  début,'.-- 
proce'der 'a un enrichissement des s e l l e s .  

.-'-I 

- Méthode de-et H a w g o 2  

-. (1956. J. Clin, Path. 9, 74) 

Cette méthode a l ' svantage  de concentrer, environ 3@ f o i s ,  tous  
l e s  kystes de Protozoaires e t  oeufs d'Helminthes sans exception ; 
e l l e  ne l e s  a l t è r e  pas ; e l l e  d é t r u i t  l e s  Rlastocyst is  e t  ne 
prend pas p l u s  de 5 mn. 

-." L 

r .  - . . - . ~ ^ - _ . - -  ~ .- - - .  

Technique : 
-_.___ 

* 

- Enulsionner dans u mortier environ 2 g de matière f eca l e  dans 

- Verser B t r ave r s  un  tamis (maille : 0,6 m) d a w  un tube 'a cen- 

- Centrifuger 2 B 3 ran h 2500 t/Irin. 
- J e t e r  l e  surnageant e t  a jou te r  du f o m o 1  sal6 & 10% de t e l l e  

s o r t e  que le l i qu ide  a r r ive  8. 2,5 cm de l 'ouverture  du tube. 
- Emulsiomer m e c  un ag i t a t eu r .  

10 cc d 'eau d i s t i l l é e ,  , 

t ri fuge r . 
1 



- 52 - .. 

.T',-  r . , . I S i  des kystes de Protoioaires  sont ~déce38s~ examiner, entre:.-,%me 
e t  l a n e l l e ,  m e  e u t t e  de ce dépôt mélangée à m e  goutte d-e 
A--?--.- Lu 01 f o r t  

Formule : = 1 g 
Iodure de K = 2 g' 
Bau d i s t i l l é e  = 100 cc 

Dissoudre l * I o d w e  de E( dans environ 5 cc .dl.cau d i s t i l l é e ,  ajou--.---- ' 

t e r  enmite Iflode e t  dissoudre ; puis coupl'eter avec l e  r e s t e  
d eau d ist iXL6e. 
Le Lugo1 r ie t  en évidence l e s  noyaux dans les kystes. 

S ' i l  y a dos kystes d'Amibes dans l e  dépÔ-t, on u t i l i s e r a  la 
méthode de P.G. Sargeaunt pour colorer les chromatoïdes e t  fac i -  
l i t e r  ainsi l e  diagnostic.  

(1962. Tram. R. Soc. Trop. Meg. Hy?, s. 12) 
Colorznt : Vert Malachite = 0,2 g . . 

Acide acétique g l a c i a l  = 3 CC 

Dissoudre l e  Vert Malachite dans 11alcc31, a jouter  l r a c i d e  acé t i -  
que e t  compl'eter jusqufà 100 cc a-rec,.de l r c m  d i s t i l l é e .  

. 

Alcool 950 = 3 cc 
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M6langer une goutte du cc lo t  a-rec.une g0utt.e de. colprant 
e t  examiner entre  lame et  lamelle.  Les contours de kyste.s,,I.l.es . .  , 

membranes nucléaires  e t  l e s  centrosomes sont colorés en v e r t  

c l a i r  ; l e s  ch romtö ïdes  sont colorés ..en( ver t  Tancé. . .. 

. .  . 

I.. 

.>..- - .. ..-- . , I I .. , . L . .. . .. - .  .. _ . _ C .  . _...*,_,,I .,-... ,. .L __._. __ II..._ ~ ,,../.. I -  . *  . 

- .,". , . . _  '. . 
* 

Cette mgthode nef'marche pasffdirect  ement ou aprks  une 
au t r e  méthode de concentmtion.. L:,;adtion prél iminaire  d-& I'' &her 

r sur l e s  kystes  semble $ t r e  nécessaire.  ' . . .  

3 - Samen ' d i r e c i  

A f ra is  : Homogeneiser UYI Petg%fragment de s e l l e s  d t r w  une 
goutte d 'eau physiologique. On peut observer ainsi, entre  lame 
e t  lamelle,  l a  mot j1 i t - i ;  d'es Protozoaires : pseudopodes, f l a g e l l e s ,  
membranes ondulant e s ,  .I . . .  

. I  - .  

.... .. . 
. . <  

Au Luzo1 : Délayer un' peu de s e l l e s  dans une gout te '&e 'IugoL 
. .  e t  e x a h h e r  en t r e  l a i B e  e t  l smeue .  ' 

' . ,  i i' 

s. - .  . ' .  . .  . 

I .  

.P - X o l o r a t  ions 
. ,  

I 

Les h i b e s  et Fla;gell6s in tes t inaux  se '  colorent, ' s u r  *:I 
. -  

f r o t t i s  humides, soit au chlorazol, s o i t  'a 'l1Kématoxljtline e 

Q 

. I  - F r o t t i s  humide -u : Pour"confectic&nes % f r o t t i s ,  iil et3t possibie  
d '  é t a l e r  sur laine un peu de matikre féca le  8. .1 laide"'d. 'une baguette, 
mais nous préf6rons la teclinique su ivan t i  : Pr61ev'er t r è s  peu de 
s e l l e s  sur u n  bâ tomet  e t  t r a c e r  des stries pslY.all&les, f i n e s  e t  
a s sez  rapprochées, sur une lamelle . &gpr8s colorätidn; l e $  .parasi- 
t e s  seront examim5s SL; l es .  bo?& de6 s t r i e s ,  d'aulx' Ir's zones d e .  
moindre Qpaisseur.  

b 
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I1 e s t  t r è s  important d e  f i x e r  l e  f r o t t i s  i.mn6diatemen-t après 
sa confection. 

- Colorat'ion par l e  ChLorazol - Techniae  de. Kohh (1960) 
d 'après  L. Lamy 

I. Colorp.nt : ChloraEol  Black E = 5 g 

II. Solution de base : Alcool e'thylique 90° = 170 cc 

Alcool méthylique = 160  cc 
Acide acétique glacial = 20-cc - - - --- 

Phénol l i q u é f i é  = 20 cc 
*.-- Acide phosphotungstique 21, 1% = 1 2  cc 

= -1000 cc Eau d i s t i l l é e  -$.zsqu"a 
Le chlorazol e s t  broyé dans un mort ier  en ajoutant la solut ion 
II au fu r  e t  à mesure, par p e t i t e s  quant i tés .  
Le tout  e s t  placé d m s  un 
repos, B l a  lumière pendant 4 à 6 semaines. Pendant ce temps; l a  
préparation nu r i t ,  un dépôt s e  f o m e  alors que la  p a r t i e  surna- 
geante devient c l a i r e  e t  de couleur rouge cer ise .  S i  l e  surnageant 
ne s l k c l a i r c i s s a i t  pas, il conviendrait de recommencer l a  solu- - - 

f l z c o n  en verre  blanc e t  l a i s s é  au 
---- 

t i on .  On peut éventuellenent accélérer  l e  mûrissement en plaçant 
l e  f lacon sous une lampe k U.V. C ' e s t  l e  l iqu ide  surnageant qui 
e s t  utilisé pour l a  coloration. 

Les f r o t t i s  humides sont plongjs airecte'ment dahs l e  
colora.nt e t  maintenus a i n s i  quelques hexres, puis montés au Baume 
du Canada,, aprBs deshydratation. 

. .  

Cette technique est ìntéi.-esxant;e car l e s  3 temps, fixa- 
t i o n ,  coloration e t  d i f f6 ren t i a t ion  sont réunis en un seu l .  

c ?. 

I 
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A/ 

i 

5 s .  .Chbora,~o~L:;.i39.10~e .en :gris v,ert. foncé- Iss, ,noyaux, l a  chromatine 
e t  l e s  caryosones. 

. - .  , . . 

Cette colorat ion e s t  valable,  pour tous 2 e s  Pro to -  
zoaires i n t e a t  inaux. .~ 

- Hematoxyline au Fer - w M4thode - alcoolique .. - u I I . . I _ I I I - u w I  

. , .I . .  ' , .  : . !  L ' .. 

Cette colorat ion peut ê t r e  aussi': b i e n . u t i l i s é e  s u r  des 
. .  f r o t t i s  de s e l l e s  que, SUT des 'coupes histologiques. . ,  

Solution - A : (Heimtoxyline de Heidenhain) 
. .  

Hematoqyline = 1 g 

Eau d i s t i l l é e =  90 cc 
Thyuol 

Alc0.01 abGolu= 10 C C  . . .  

. .. , .  
..-i,___ : . - . . w , 9 i .  :._ _I .&.i,. 

= 1 cris ' ta l .  : 

Dissoudre 1 'hénatoxyline dans 1' alcool  absolu, e t  a jouter  en- 
s u i t e  1' eau d i s t i l l é e .  .' . . 

... ,.. _ . , _ . -  _ . .  , .  

e .  

. .  

8 '  - Solution - B ; Alun de Fer = 4 .g ..  . ,  
. .  Eau d i s t i l l é e  = 100 cc : ' .  . 

. ,  . I 

. .  : '  . .  Coloration : 

*.-. .... . , W .  *_ Fixer l e  f r o t t i s  a u  Schaudinn, 20 
Laver 1 0  mn. à l'alcool 700 (conservafion 8. ce s tade)  
Laver 
pour présenter  une couleur a c a j m  
Riicer  10 m 5, l * a l c o o l  70°. 
Mordancer 1 2  2 24'h dans : 

, .  

10 my1 8. l f L L c o o l ' 7 0 0  cor_tenan+, assez de Gram's Iodihe 
' .  m 

. .  

: ' 

. I. 

Solution B = 1 p a r t i e  
Alcool 500 = 10 p a r t i e s  
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- Laver 5 mn dans l'aJ-cool 700 pour éliminer l*.ex&&s de mordant. 

Solution A = 1 p a r t i e  

. J. . - Colorer 24 h d a m  : .... , ' 

. .  
Alcool 70° - = '. 10 par t i e s  : . : 

. _  - Différencier  dans : ! I  - I 
Solution B = 1 p a r t i e  
Alcool  50° = 10 pa r t i e s .  .I__..1._.' 

- 
. .  

- Rincer pendant deux heures dans p lus ieurs  bains d'alcool  8. 
700,  pour éliminer l ' a lun  de fer, 

- Déshydrater e t  monter au Baume du Canada. ' .; 

Gran I s Iodine = 1 g d' iode . 

3 g d ' i o d e  de K 
100 cc d 'a lcool  m6thylique. 

Phosphotungstic acid Haematoxylin, - Modifiée p,r-->j. Cooper 

- Colorant : Eau d i s t i l l é e  = 80 cc 
Hématoxyline = 0,l g 

Dissoudre 1'Hématoxyline dans un peu d'eau, en chauffant, puis  
comnlkter avec l e  r e s t an t  d'eau. 
Ajouter 20 cc  d'acide Phosphotungstique 8. 107; 
Laisser mûrir $Lusieurs mois  avant l 'emploi. 

. _.. 

- - Coloration . o 

- Fixer  1 e : f r o t t i s  humide au Schaudim 30 im 

- Laver rapidement 8, l ' a l c o o l  70° 
- Pour réduire  les s e l s  mercuriques, immerger. 5 mn dans un 

mélange a l c o o l  70° -t- 3 8. 55 de Lugo1 fort. 
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- Pour Bliininer l ' i o d e ,  p l ace r  pendan-b 5 LA dans l ' a l c o o l  2 
70° contenant 3 B 576 de solu%ion d''hyposulfite de Sodiuni 

- Laver rapidenent dans l ' a l c o o l  B 70°,' puis  dans l ' a l c o o l  

-. 

,- 
. I . ,  . .  . .  . . I .  2. 5%. 

à. 900. _ _  ... . 

~ - .  
I - Placer 5 mn 'dans l ' a l c o o l '  absolu pour  du rc i r  l e s  Pro to-  -. 

zoaires .  . .- 

- Revenir grkduellenent 8. 1 eau d i s t i l l é e  en 'passa&% par-  l e s  ... 
a l c o o l s  TOo, 50°, 30°. (1 mn da& chaque)'. 

- Placer IC?, l a n e l l e ,  verticalement, d-ans un réc ip ien t  ..conte- 
nant l e  c o l o r m t  e t  lais'se'r pendant 1 2  h,  

( S i  l e  colorant e s t  frais p lacer  B 3 7 O  'pendant l a  même g-p'&iode). 
- 'Laver rapidenent 8. 1 ' eau. ordina ' i re  , -&i&@ r a t e r  I assez ,rapi-. 

' .  

. ... 

. . ' e-. 
I _. . I  

I. . 
, ..I dement e t  nonter au Baume de Canada, 

. . .  . . .  . .  . .  

Cette technique e s t  t r è s  in té ressante  ciZr il n ' e s t  pas 4 

nécessaire de d i f f é renc ie r  ; e l l e  donne les aêraes r é s u l t a t s  que 
1'Hematoxylinc de Heidenhain e t  s e  pratique p lus  rapidenent que - 

c e t t e  demiè rc .  

S i  des Ci l iés  sont présents  dans les s e l l e s ,  on peut 
l e s  colorer au Carfiin acétique,  q u i  d o m e  une colorat ion &né- -- 

rale ; mais pour 1'8tude du cin&ollie, il e s t  indispensable de 
l e s  imprégner à 1 gargent e 

I. . .  

- .  - 
en & & & r e ,  

- PrBleve'r les Cil iés '  e t  l e s  l a v e r  ' d h s  l ' e au  physiologique, . .  
. -  . 

. -  . .  .... i 
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- Les placer  dans l 'eau na tu re l l e  pour les f a i r e  gonfler. 
(Surve i l le r  8. l a  binoculaire) .  

- Fixer  t r è s  rapidement au Champy. 
- Rincer deux f o i s  8. l 'eau d i s t i l l &  
- Mettre l e s  Ci l iés  dans l e  D a  Fam sa lé ;  il e s t  alors pos- 

- Rincer une f o i s  h l ' e a u  d i s t i l l é e .  
- Mettre sur lame, Qliminer l ' e a u  et enrober de gé l a t ine  sa- 

Ei?ble de les conserver longtemps dzns ce f ixa t eu r .  

l d e  en faisLant tomber m e  goutte sur les Cil iés  e t  é t a l an t  
avec l a  p ipe t t e .  

l r o b s c u r i t 8  pendant 10 m. 

couche It eau d i s t i l l é e .  

- Recouvrir l a  l m e  de n i t r a t e  dra,rgen-t 'a 376 e t  l a  p lacer  8. 

- Rincer à l ' e a u  e t  faSre bruni r  sous lampe 'sl U.V. sous mince 

- Lorsque le brunissene6t e s t  su f f i s an t ,  déshydrater e t  monter 
au Bauge  du Canada. 

sal6 : - D a  Fano/: Ni t ra te  de Cobal t  = 1 g 

Forno1 non neu t r a l i s é  = 10 ce 

Eau d i s t i l l e ' e  = go cc 
- Gélatine salde : I g de & l a t i n e  en f e u i l l e s .  

C1 N a  = l g  

10 cc eau d i s t i l l é e  
Fa i r e  fondre e t  a jouter  20 gout%es d-leau de mer I 

B - Examen de la b i l e  

La b i l a  es t  prélevée par tubage duodeiml. On peut y rencontrer 
des Giard ia  ou des h i b e s  dysmtér iques que l ' o n  met en 6vidence 
par  examen d i r e c t ,  exaEen après légère  centr i fugat ion ou mise 
en culture. 
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i 

II' 

t 

C - Examen de. II l a  b.ouche 

.. . 
. .. . .  . . .  . ,  

.Dans l e s  pre'lèvements effectués  dams les .espaces interdentaires. ,  
dms les. car ies  . .dentaires ou dans les crachats,  on pourra obser- 

Pour cesdeux pa ras i t e s  on peut f a i r e  des. examens &. frais, des 
cul tures  o u  des f r o t t i s  colore's : 

" !  
. t .  . .  . - . .  

I .  

ver  des. ami.bes ou -des f l age l l é s .  . .. .- 

I . .  . .  

' FroVt is . h t "  e - HQmat  o x y l i n e  pour Amibes 
F r o t t i s  sec - Giemsa. pour Tridiozzloaax. 

. h  

* .  ..I 

D - Coupes histologique-s 

Lorsque les s e l l e s  contiennent des -!inibes dysentériques, de.s 
Ci l iés  du geme Balcmtidim ou des ookystes de Coccidies, il e s t  
bon de pryltiquer des  coupes d ' i n t e s t i n  e t  de f o i e ,  colore'es à 
l'.Hema-toxyliule de Ehrlich, pour  observer l e  développenent des 
psmsi tes -dans  l e s  tissus a i n s i  que la nature  des lés ions  
q u ' i l s  provoquent, 

E - --I_ Cultures . .  
. .  -... - -  .."- *. 

Milieu de Dobel&, e t  Laidlaw 

Ce mil ieu comprend : un supp,brt c~agulc' de &rua de cheval, . 

une phase-liquide de Ringer-sBm e t  m. dlément f iguré  ( .ami- ,  . . 

On peut l e  pr iparer  s o i  même se1c.i la. technique exposée p.ar 
Lamy (Trai té  de Biologie Appliqué.2 - Q.ap : X, p : 511 ; Ed : 
Mqloine - 1963), mais on -peut aussi l ' gche te r  tout  préparé 8. 
ï ! Iks t i tu t .P imteur .  . . . 

&ln de d z y .  " . : 

& , .  
. . -  

. .  

, . . - _ . l i  

. -  . . .  
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I1 e s t  présent& eh deux p a r t i e s  : un tube de s6mm 
coa-lé e t  une ampoule contefiant l e  RkLger t o t a l ,  l e  sérim li- 
quide e t  l',amidon de riz. 
I1 s u f f i t  au moment de l 'emploi  de vider  l e  contenu de l'ampoule 
bien ag i t ée  dans l e  tube de sérum coagulé e t  de l a i s s e r  d4poser 
en rechauffant 30 mn 'a l ' é tuve  'a 37O. 

Pour  l e  diagnost ic ,  on ensemencera l e  imte'r iel  8. Btudier 
au niveau du dépôt d r  amidon. L a .  cul ture  sera examinée 24 heures 
après l'ensemencement ; en cas de réponse négative,  .on pourra 
l a  revoi r  après 48 heures. 
Les repiquzges seront  effectués  en  pré leva t t ,  à la p ipe t t e ,  l e  
mat4riel  s i t u 6  au contact de l'amidon e t  du s6run. 

Le milieu de Dobe l l  e t  Laidlaw convient 8, tous l e s  Pro- 
tozoaires  intest inaux,  excepté l e s  Giardia, dont la culture,  
par t icdièrement  dé l ica te ,  peut ê t r e  nénulmoins effectuée sur le 
rcilieu de Zarapetyan (1962) .  

Co lo ra t  ions 
-I_- 

Les  f l a g e l l &  ne posent gBnBralement pas de problkmes par'cicu- 
l i e r s ,  il s u f f i t  de déposer une s u t t e  de cul ture  su r  lame, 
é t a l e r ,  secher e t  t r a i t e r  comme un f r o t t i s  cpe l ' o n  f ixe  à 
l l a l c o o l  méthylique e t  colore au Giemsa - pH = 7 , 2  - pendant 
25 mn. 

I1 n 'en e s t  PRS de même pour l e s  1 - i b e x  q u i  doivent 
ê t r e  colorées s u r  f r o t t i s  h w i d e s ,  car ces Protozoaires adhb 
rent  t r è s  nc7,l e t  les f r o t t i s  s e  décollent l e  plus souvent au 
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cours de l a  coloration..  Lamy préconise &e nélanger une micro- 
goutte de sang frais, prélevée à l a  queue dfunë"souris ,  'a. une 
microgoutte de cul ture  e t  de f a i r e  un f r o t t i s  que l ' o n  f i x e  i m -  
médiat  elrent. 

. . .  . 
. .  

I .  ' . . '  - -  

. . --..- . .-".- I.-.. _. . ." " . 

. .  - -  . I  

, - .  . 

Rotons que c e t t e  technique donne égaleRent de bons ' 
r é s u l t a t s  pour l e s  Trichomonas, f i xés  à l ' m i d e  osmique avant - 
l a  confection du f r o t t i s  sec.  

B i b 1 i o g r a p . h i e  . _  

- LAMY e t  BENEX. Ext ra i t  du Trai té  de  Biologie Appliquée - 
.. Tome II. Diagnostics'  mixrobiolo&iqu&. 4 9 6 3  .,, 

, . .  . . " .  , - N o t e s - - d o ~ ~ ~ s " . ~ ~ ~ 3 =  %.-S.M;T:M. ' . .  

. - .  . .  . ' ,  

. -  

I 



-. Cas de Trichomonas vaginalAis c 

- Re-cherche des' i a m s i t z  

Les g l a i r e s  prelevées d?rectement dzns l e s  culs de sa'c du vagin, 
8. l ' a i d e  d'un coton monté sont étudikes en t re  lame e t  lamelle ou 
colorées au Giemsa après é ta lenent .  
On peut aussi mettre en cul ture  su r  l e  mil ieu de Thomas. 

Milieu de Thomas 
-7- 

(1964 - J. Meci. Lab. Technol. 21, 46) .  
, .  Formule : Foie proteolysé = 25 .... g .  .. _: : . .  

- . Glucose. = .. .5 ,g . .. 

Ea C 1  " = 6,5 g 
, .  --  . .  
.~ 

Sérua. de cheval ..inset i d  ' .:8Q. CC,, [ _  

Eau d i s t i l l é e  = 1 . 1: ._." .: . , I ., . . )  . . . 2  . -_ 
Fén ic i l l i ne  G = l m i l l i o n  U 
Streptomycine = 0 ,5  g 

Mélanger, a j u s t e r  l e  pH à 6,4  e t  s t é r i l i s e r  p r r  f i l t r a t i o n  
(Mill ipore).  
Remplir complètement l e s  bou te i l l e s  de l?Ioc Carbey e t  v i s s e r  
forteslient l e  bouchon, pour  obtenir  des conditions paT%i.@llen@nt 
nnaerobiques Après 1' ensemencement incuber l e s  cu l tures  'a 3 4 O  
0 u . 3 7 ~  e t  examiner après 24 ou 36 h.  

Les %dida peuvent s e  développer sur  ce milieu, m a i s  
sans nui re  aux f l a g e l l é s .  Cependant, pour l e s  éliminer, on peut 
a jouter  de l c 2  Nys ta t  ine 

Le milieu de Thomas peut & t r e  auss i  bien u t i l i s é  pour l e  

diagnostic que pour l e  maintien des souches. 
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I I M M U N O L O G I E  - - 

- ~ U N O E L E C T R O P H O ~ S E  selon GRABAR et WILLIN$ 

I 

1. Préparation d ~ o l u t i . o n  antig6niqu.e 
). 

, I  - .  
i. 

' . . I  
. I  

*? ;, - La m-6thoa-e d extract  ion des antigènes j.oue %i r,Ôle Pr.î- . /j. 1. 
6. m o r d i a l  dans l a  pr3ticp-e .imnuno,chimique. . Il,. f a u t  eli. e f f e t '  ex t ra i -  . .  I . , . ;  

r e  tou tes  l e s  f rac t ions  antigèniquep. ,solubles.. en' é v i t a i t  l e s  c a w  
ses  de d4gradation ou de ke'naturation pouvant entraîner  des va- 
r i a t ions  de l e u r  a c t i v i t é  ï "no log ique .  
- L'antigène brut  e s t  coee le '  rapidement e t  lyophi l isé .  La-rup- 
tu re  dee... ceellules de L'antigène l y o p h i l b é  e t  l ' sx t r a , c t ion  des 
substanc,e-s solubles  se  f a i t  par  addi t ion d'eau sa lée  à..lO/oo (1 g 

d'ant igène pour 200 cc 'd'eau s a l d e ) ;  puis cong6lation 2, - 3OoC 
e t  broyage au norkLer de la masse jusqu'à liqu4faction..: 

. .  . .  . . .  

. . ." - ... . _  . I  . . . .  
-..--. - ._-. -___ 

! 

On recongèle à nouveau e t  on répèt-e 1 !opéraki;oQ-. 8 . f b t . s  .-;- 
Puis centr i fuger  & 20.000'tours/minute pendant 1 heure-.& 4OC. 

. -  

L e  surnageant obtenu e s t  dialysé pendmt 24 h, & 4 O C ,  

dans de l ' e a u  d i s t i l l é e .  
. .  . . . .  

'L Le l iqu ide  dialysé e s t  ensui-b'e congelé 8. - . 7 5 O  e t  lyophi- 
lise'. On obt ient  a i n s i  de l tantigèyle-~ stand-ard ou-*ag-~gène_-i loyhltz, 

sa nature  .i V o i c i  quelques exemples : 
VERS 

* 
n> - L'antigBne bru t  d o i t  ê t r e  t 'ra.it6 de' di f fé ren tes  façons selon 

. ., . I  -- 
Ascaris : Recuei l l i r  l e  l i q u i d e  .'coe'lo&.que en sectiorinant l e  

ver près  'des l è v r e s  e t  en- la issant  égoutter dans x& 
verre .  Ce l iqu ide  .est  ré f r igéré  8. - 75OC, '  puis lyophi- 
l i s é .  
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Douves - Schistosomes : Les Vers sont lavés  plusieur6;lfois à 
l ' e a u  d i s t i l l é e ,  puis i l s  sont placés das un tube e t  
broyés B f roLd (Pour cela,  p lacer ' l e  tube dans ?te l a  
glace p i l ée ) .  
Le broyat e s t  m i s  dang un p i l u l i e r  avec un peu d'eau- -- 

d i s t i l l é e ,  puis r é f r i g é r é  B - 750 e t  lyophi l i sé .  

plusieurs  f o i s  8. l ' e a u  d i s t i l l é e  puis  re f r ig&é en 
présence d t  eau d i s t i l l é e ,  e t  lyophi l i sé  

- ."- . I_ . ,__ ..- - - -_  

P e t i t e s  f i l a i r e s  (Dipetalonema wi t e i )  - l e  Ver e n t i e r  e s t  ladé 

ARTHROPODES --- . .  

Pe t i t e s  espèces :' broyer $i f r o i d  l 'animal  en t i e r .  
Grandes espèces : a i m i n e r  toutes  l e s  pièces chitLneuses 
i n u t i l e s  t e l l e s  que .pa t tes ,  é ly t rès ,  a i les  e t c  ; puis 
broyer .& f ro id ; ,  congéler dans un peu dt'eau d i s t i l l é e  
e t  lyophi l i se r  e 

Anti&ne^: d'' incuba$ion-$ P1,ace.r l e s ;  - V e r s  (Douves -' Schistosomes) 
. -  . ,  

. . .. vivants  ., dans une I bo2t.e d.;e :.P.e-t;ri-. contenant de I?' eau 
d i s t i l l é e .  Exposer à, l a  lumière pendant 3 heures. 

' Recuei l l i r  l e  l iquide;  cohgéler h. - 75O e t  -1yophili- 
ser .  Cet incubat donne un excellen-b antigène, car l a  
plupart  des f rac t ions  antigéiiiques sont des protéines  
d ' origine métabolique. 

Antigène hematieg : Centrifuger l e  san? pendant une demi heure, . 
8, 10000 tours-minute, EZimin3r l e  sérum, Bélanger l e  
culot  avec du Ringer e t  cent::ifuger 8, nouveau. Rkpé--- 

. 

t e r  l 'opéra t ion  jusqu'k ce que l e  surnageant s o i t  
. -. .I 

. .  ' - c l a i r p  puis 1' é l i m b e r .  
.:r .. Delayer l e s  hématies dans un peu dleau d i s t i l l é e ,  con- 

- . .  -.. . . gé le r  auss i tô t  e.t lyophi l i se r .  . 
. .  



- Ant-ne frais : Broyer l 'animal  8. f r b i d  e t  mélanger %-une ' I  : 

Uigl;iide hydatique : Centrifuger 1. heure 8. 10000 tou2s-"te.  
goutte de tampon, 

- 
. I I  ._ .Récupérer Xe surnage.ant. -Dialyser  p-endant deux: jours  : 

. .. en' renouvelant l ' e a u '  de temps en temps.. . (  .. , 

Congéler - Lyophiliser.  On obt ient  a i n s i  Zte-ltm,ti-  -. . , 

--.--. - _I.^ 

-. 

gène à S / ~ O O O .  . .  . 

Sable h.W&%%qne : Centrifuger 8. 4000 tours  minutes pendant un 
.qitPart-d'heure, 2 fois avec du sérum physiologique, e t  
2 f o i s  avec de 2' eau d i s t i l l 6 e .  Eliminer le. .surnageant. 
Récup6rer l e  culot .  Ajouter.de :l'eau d i s t i l l é e .  Con- 
& l e r  e t  lyophi l i se r .  On obt ient  a i n s i  de l 'ant igène 
brut .  

%̂.... , . 
. .  - . .  .-_ -- 

_-. - .  - .  .... " ~ 

L'antisérum e s t  expérhentalemeut e x t r a i t  du de 
lap ins  immunisés. 
---- Imunisa t ion  : I1 ex i s t e  deux techniques d ' imunisa t ion ,  dont 
l 'emploi e s t  conditionnée par l a  r a r e t é  ou l'abondance de l'=ti- 
gène. 
X i  l ' an t igène  e s t  sbondant : prs t iquer  tou tes  l e s  semaines une 
in jec t ion  sous cutanée dorsale  : broyer dans un p e t i t  n o r t i e r  
20 mg d'antigène brut  l y o p h ~ i s é  ; a jouter  0,5 cc d'eau d i s t i l -  
l é e  ; faire dissoudre. 
Ajouter l 'adjuvant  de Freund, compLet pcur l a  I è r e  inject ion,  
incomplet pour l e s  suivantes.  Cet 2djuvz-it d o i t  ê t r e  a jou té  8. 
l l an t iq&ne  en quant i té  égale ( s o i t  0,5 c c ) .  
S i  l 'ant igène e s t  rare : d i l u e r  20 mg d t a t i g è n e  8. 1/1000 dcms 

5 cc de serum physiologique. laisser dissoudre 8. température dm2 
biante ,  puis  met t re  au r é f r igé ra t eu r  8. 4 O C  pendant wie n u i t .  

I 

r 
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R k p a r t i r  ensui te  dans 10 p e t i t s  tubes que l ' o n  m e t  -- au.'cong;B.La-- "I*.... . 
.... . -,-, __ 

teur  (- 3OOC). 
Toutes l e s  semaines 'mélanger l e  p r o d a t  d 'un tube -.  avec. -me . _. ...,. . ,  quanti- . __,._ 
ts  @pie d'adjuvant complet de Freund ; remuer pour éaulsionner, 
puis injecter .  dans 
-7 Saignke :' Le l ap in  d o i t  ' ê t re  saigné' tous l e s  1 5  jours.  
On prklkve environ 50 cc de sang B chaque :saig&e. 

' Technique ': Per fo re r  l a  veine marginale de l l ' o r e i l l e ,  i n t r o -  
.duire c e l i e  c i ' d m s  im f 1 a c o n . o ~  l ' o n  produit un v i d e  de  20 cc 
de 'mercure pour a c t i v e r  l'écoulement du sang. 

l a  cavi té  'sous cla 'viculaire du lap in .  

" .. .- ;+.. I. I' -,,,; ."".. ,..I . ." .. ._ "' - . 

. I  4 . . .  

-- Antisérum : Laisser  coaguler l e  sang e t  prélever  le s é m  surna- 
geant. Ce sérum frais peut ê t r e  conservé plusieurs  mois B - 30°. 

, 

. _I 7. . _- . " I.'.- 

3 - Imuno&ectrophor&s e 

L'immmoélectrophorèse consiste B f a i r e  d i f fuse r  l e s  
antigènes et  l e s  ant icorps  dans un gel d'Agarose, après  avoir  se'œ'. 

paré l e s  protéines  de l ' an t igène  par électrophorèse 

Au bout, d'un cer ta in  tenps, des ~,,TCS de précipi ta t ion 
apparaissent,  correspondant aux ré:ction3 en t re  chaque f rac t ion  
antigénique e t  l e s  ant icorps  correepondajits. 

.I 

Cette méthode ne met en kvidenc-: qu'une seule  sé r i e  
d 'ant icorps  : l e s  prkcipi t ines .  

Le ge l  d'Agarose e s t  pr(par6 'a l ' % i d e  (l'une solut ion tampon, de 
Ph 8 , 2 ,  obtenue en mélangeant 160 Q de V:ronal sodé, 7 l i t r e s  
d 'eau d i s t i l l é e  e t  220 cc d 'acide chlorh:rdrique normal ; remuer 
e t  complkter jusqu'& 10  1 avec de l ' e a u  d i s t i l l e ' e .  
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Le ge l  d'litlgarose d o i t  ê t r e  préparé extemporanément ; 
pour cela on f a i t  dissoudre, au bain-marie, 900 mg d'Agarose 
dans L O O  cc de tampon. 

On fa i t  couler  imédiat,emen$ sur la 1zme soigneusement 
ge 'e dégraissée 9 ,5  cc da: ce?, .Laisser s,oli&ifier un quart dlheur,eg 

puis creuser dans l e .  gel  1,es réservoi rs  .oh l ' on  'déposera l,a 
solut ion antigénique e t '  l 'antisérwn..  

s . .  . .  

' 8  

. .  . .  . .  .. ' 

: ' O n  f a i t  ensui te  dissoudre 5 m g  d'antigène standard dans 
0,025 cc d'eau c l i s t i l l ée .  Ce l iqu ide  e s t  dépos&'.'dans son r&er- '  

voi r ,  --sur .I&' l a m e ,  que l ' o n  p l ace  e l l e .  même d a i s  la cuve à glee- 

trophorhse pendant 5 h e t  demie, sous une tension de '20  'a 
22 vo l t s .  

. . ,  

. 
- .  I ' . .  - - . . I *  . _. . . '  

Avant d ' ê t r e  déposé dans son réservoi r ,  l 'ant isérum d o i t  
ê t r e  concentrg h e  1a'faCon suivante : Prélever 90 cc de s é k m  

frais- ; congSler 'a - 7 5 O C  i kyophìl iser  .pendant 7/4. heure ; puis 
a jout  e r  O, 30 cc de sérum physiologique o 

On laisse agir l 'ant isdrum pendant 15 heures en chambre 
humide, B terapdrature ambiante ; puis  pendCant 2 jours à 4OC. 

(Les arcs de préc ip i ta t ion  apparaissent au bout de 
1 5  heures m a i s  ils n'at te ignent  l e u r  développement maxi" qu'au 
bout de 2 jaurs) .  

4 - -ration des lames 

Avant leur coloration, l e s  lames doivent ê t r e  lavées  
pendart 4 j o u r s  d,ws un mélange de sérum physiologique ( 9  Vol ) 



- 68 - 

e t  de solut ion tamponnée (1 V o l . ) ,  souvent renouvellée. E l l e s  
sont ensui te  déminéralis6es : recouvrir  l a  lame de papier Wathman, 
puis  dessécher sous vent i la teur .  
E l l e s  sont enf in  r incées  B l ' e a u  courante, 8. ce noment e l l e s  sont 
prêtes  à ê t r e  colorées. 
Colorant : Faire dissoudre 2,. g d'Amido-Schwarte clans 425 cc d'A- 
cide Acktique à 6 0 / 0 ,  e t  &425 cc d'Acétate de sodium (13,609 g 
pour I 1 d'eau) .  Agiter e t  f i l t r e r  avant l 'emploi. 
Solution de rinçage : acide acétique à 2O/,, 

Les lames s o n t  pl2,cées 10  ran dans l e  colorant puis  différenciées  
dans l a  solut ion de rinçage. 
Lorsque l a  a i f fé renc ia t ion  e s t  terminée, l e s  lames sont simple- 
ment mises à sècher sur du papier  f i l t r e .  

5 - U t i l i t é  IYUY-YI de L'Immunoélectrophorkse 

L'immunoélectrophorèse s e r t  d'une p a r t  à d é f i n i r  l a  
s t ruc tu re  antigénique des  paras i tes  e t  d ' au t r e  part B diagnosti- . 

quer l e s  parasi toses .  

Plusieurs procédés sont u t i l i s é s  pour met t re  en &idence 
l e s  antigènes d'un paras i te .  En e f f e t  on peut s o i t  opposer  u n  
a n t i s é m  e t  un antigène mtologue ; s o i t  effectuer  une réact ion 
croisée,  c'est-à-dire niettre en présence un immunsérum e t  un 
antigène héterologue, cec i  pour é tudier  l e s f r ac t ions  comunes de 
2 paras i tes .  S i  on veut au contraire  éliminer ces f rac t ions  com- 
munes, on u t i l i s e  l a  technique d'épuisement de l'cmtis6rum qui 
permet d ' i so l e r  les a rcs  spécif iques.  

- d i l u e r  20 m g  d'antighne dans une goutte de sérum physiologi- 
que ; a jouter  1 m l  de sérum ; l a i s s e r  2 h 8. 3 7 O  puis  1 nu i t  B 4O. 

-9 



E l i m i n e r  l e  préc ip i té  
tours). Le surnageant e s t  l e  sérum 6puis6 que l ' o n  concentre 3 f o i s  
avant l ' u t i l i s a t i o n .  

en centrlfugec,nt B grande vitesse(10.000 

- _  I .-- .---_ I ~ -- ~ ~ 

'a Chez l e s  Nématodes e t  l e s  Cestodes, l e a  - 'fractions c.omunes 
f sont nombreuses ; ces paras i tes  pre'gmntent. une grande homogénéit6 

s tructurcal e. * , _ .  . 
. .  

* . : 

Chez les Trematodes les c o m n z u t é s  antigéniq.ues sont 
f z i b l e s ,  p a r f o i s  même au niveau de deux espèces. appartenant :au même .. 

genre : ex : S. ntznsoni e t  S. ga-ponicwn...- .. 

. . . .. .- 

. .  . .. . . 

,. C e s  f rac t ions  communes expr imgt  la parenté systématique, 
cependant l a  . s t ruc ture  protéique phyldtique e s t  certainement t rans-  
formée, $ar l ' adapta t ion  pa ras i t a i r e ,  not?n"& chez l e s  Trenatodes 
oh les habitats divergent fortement selon les. espèces. 

- L'i~r l?uraodlectroph~rèse permet de diagnostiquer une parasi tose 
8, condition que l e  paras i te  ne s o i t  pas , l oca l i s é .dans  la lumière 
in t e s t ina l e .  En e f f e t  tous l e s  parasites intest inaux,  ?i l 'exepkion 
d'Eeymenolépisnana 

.- 

. : 

- 

ne" provoquent pas 1 'appari t ion d 'ant icorps .  

Chez les' Trematodes chaque espèce pr6sente des axcs. . 
. .. , 

communs avec l e s  espèces vois ines '  m a i s  il ex i s t e  toujours un a r c  
spécifique,  mzjeur e t  apparaissant en premier, camct  6ristiq.ue de 
l ' espèce .  I1 ex i s t e  ggalement'des carts spéciffques dms le. cas .de.. " 

encore e t r e  &ob i i s ,  i m t e  d'ant$gkne, mais on sai t  d é j h  'hiagnosti- 
quer ce$ parasitoses en op6rnJlt"une r&,ction' crbiske avec de  l ' a n t i -  
&ne Dipetalonema w i t e i  ; c e t t e  réact ion donne pour chaque espèce 

R 
J 

m . .  
J l lhydat idose.  Les a r c s  spécifiques des Î i l a r i d s e s ' n ' o n t  pas pu 

_ .  - .  de f i l a i r e  .un arc majeur caracte 'r ist  iq ie .  . .  

' , .! '_ 
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Etude du cycle expérimental de quelques Schistosomes 

O m a  mansoni 

H 6 t e  intermédiaire : Austraiorbis a lbinos 
Hôte d é f i n i t i f  : Home 
Hôte expérimental : Hmster .  

- - OeÙfs : Les oeufs sont r é p a r t i s  'sur toute  I n  longueur d e - l ' i n -  
t e s t i n  grê le  du hamster. , 

L' f in tes t in  e s t  ouvert dans une boQte Ele P e t r i  contenant de 
' l ' e au  d'élevage k . 2 6 0  ; il e s t  légèrement . .  raclé avec une la- 

h i s  il e s t  rac lé ' . à  nouveau, 2 sec,  ju-iiqu'à . -  ce que 1; p a r o i  

. .  

. '  me de verre '  afih 'qu'e . .. , l e  mucus qui l*en-G'oure s o i t  el iminé,  

%. . 

dans a boî te  
On a j o u t e ' a l o r s  de l ' e a u  d'él'evage 7 e t  on l a  chauffe jusqu'8 
devienne t ranslucide.  

ce * qu e l l e  
Au 'bout 'de 
ciciium, ' 

- Niracidium : 
t e s t i n  pay. 

- Mollu- : 

at te igne 3OoC,  sous Qcla i rage  'intense. 
45 m l o s  oeufs vont éclore e t  don.ner. l e s  mira- 

Les miracidium sont sépw8s  
f i l t r a g e  8, l ' a ide  d 'un  t i s s u  

de l a  raclure  d ' in-  
8, mai l les  lâches.  

Les mollusques sont placés d m s  un becher en 
compagnie de miracidium. 
l ~ i n f e o - z t i o n  dure 6 heures. Après cela  ils sont  m i s  en 
aquarium, Les furcocercaires  sont" l i be rées  2 1  jours après e 

(10 miracidium pour 1 mollusque) ; 

. . 

Y 

s 

- Furcocerczires : Les Planorbes infes'u6es sont plac6es dans 
une boî te  de P e t r i  contenant de l ' e au  d i s t i l l é e  que l ' o n  



c 
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place sur  s l a t i n - e  ,chauffante jusqu'à 3 0 0 G ,  à ,la.;Lumi&.re. 
Au bout d e  2 heures l e s  cercaires  commencent .B s o r t i r  de l ' hé -  

. .  ! 

patppancréas e t .  8. nager. . .  
On~gr,élève @ o r s  toLites les 20 ron l ' e a u  des boî tes  que l ' o n  re- 
nouvel1,e - t a n t ,  qu'i.1 y z émission de furcocercaires,  .ce qui dure 
généralement G heures. 
Pour concentrer l e s  cerca i res ,  on u t i l i s e  l e  f o r t  tropisme qu'el-  

l e s :  montrent pour l a .  lumière ; e l l e s  smt placées .  dans un .  bal-  
lon  à col  dont on n!éclai ,re que l a  par t ie ' supér ieure .  
Au bout d 'un moment, la presque t o t a l i 5 6  des cereaires  e s t  o m -  
centrée B ce t  endroit  ; il s u f f i t  a l o r . ;  de l e s  pre'lever 8. l a  

La co,ncentration. des furcocercaires  do;-t ê t r e  ,connue, ceci  pour 
év i t e r  une sur.. OLI sous. in fec t ion  du..hayister ... 
On é t a l e  donc sur 5.1.mes 1/10 d E  ce. dc? l iquide,  on  compte l e s  
individus,, on additionne l e s  5 nombres e t  OM obt ient  a i n s i  l a  
concentration pour 3' cc. 

. '  

- .  pipe t te .  
I . . . - - - -._- .-- .. .-..-. ..._,.._-- L. 

. .  

. . .  . .  
, . .  .. . . .  i - .  .' 

. . .  

- I- Hamster : Les hamsters ont l e  ventre' rask,*- i l s  sont lavés  e t  pla-  
tés dans des  bo€-tes contenant de l ' e a u  d i s t i l l é e  avec des furco- 
cercaires  (1000 cercaires  pour 1 hamster) ; l a  durée d ' i n fe s t a -  
t i o n  e s t  de 30 B 40 mn. 
45 jours après, on peut récupérer l e s  schistosoiaes adultes e t  

-- -..._ " y-_^----__- I _.,.__. 

Ir l e s  oeufs. 
J 

a r ine  (1 V o l . )  e t  de N t " t a 1  ( 5  V o l . ) ,  que l'on i n j ec t e  dans 
- Perfusion : Le- hamster e s t  tué  par  1 cc de mélange d'hépa- 

Ø t  

l a  cuisse .  Puis l lanimal  es t  disséqu6 ; une canule e s t  in t ro-  
du i te  dans l ' a o r t e  puis  l a  veine-polrte, bourrée de Vers adulteb, 
e s t  incisée.  On in j ec t e  ensuite du sérum physiologique dans 
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l ' a o r t e .  jusqu'à ce q.ue l a  t o t a l i t é  du sang.conCenant . l e s  VeEs 
. s o k t  évacu6 e t  r6cupér6 dans un verre  ; 
On l a i s s e  décant e r  jusqu'à ce que tous , . l es  schistosomes. soient 
déposés. On élimine alors l e  surnageant e t  on a.joute d u ' s 6 m -  
physiologique. Répéter l 'opéra t ion  :jusq,u'8 ce que l e  surna-. 
geant s o i t  limpide. 

- Après l:a perfusion, on prélève l ' i n t e s t i n  g rê l e  contenant 
l e x  oeufs ; on peut a i n s i  recomnences l e  cycle. . 

I 

. .. .'? 

.. ,. 

Ii' - Schistosoma rodhaini 

.; . H ô t e  intermédiaire Biomphallaria sudanica 
Hôte. d é f i n i t i f  . .: Rongeur a f r i c a i n  
HÔt e .expérimental : Hauster 

Le cycle e s t  identique au précédent ; cependant l e  
hamster ne & o i t  ê t r e  in fec té  que pm $00 2. 500 furcocercaires  e t  
l e  mollusque pa r  4 & 5 niracidiums. 

L11 - Schistosoma, haematoLibi 
Hbte in t eméd ia i r e  : Bull in  du Maroc 
HÔt e déf in i t  i f  : Homme 
Hôte expérimental : Hamster 

I1 fau t  5 à 6 miracidimi: pour  infeetey un b u l l i n  e t  
500 8. 600 furcocercaires pour 1 haas te r  ; chez ce dern ier  les vers  
sont adultex au bout de 100 jcnurs, 

U 



Etude expérbent-ale  du cycle de l a  f i l a i r e  
Dipetalonema wit e i  

, 

H b t e  intermédiaire : Ornithodorus tar takovski  Olenev 
HÔt e d é f i n i t i f  : FrIérion 
HÔt e exp ériment a l  : H,ams t er .  ... 

- Cycle : Les f i l a i r e s  adul tes  mâles e t  femelles sont &Grale- 
ment loca l i sées  dans l e  t i s s u  c e l l u l a i r e  sous cutané de l ' h ô t e  
d é f i n i t i f .  La femelle e s t  vivipare  ; 50 jours aprks l ' i n f e s t a -  
t i o n  de l ' h ô t e  on peut trouver des"microfF1aires dans l e r  sang. 
Ces microf i la i res  pour devenir infe-&antes,  doivent évoluer 
chez l e  t ique,  celui-ci  s ' i n f e s t e  en s e  nourr issant  sur UT,.- 

mérion présentant  une microfilarémie e t ,  en 3 semaines, l e s  aí- 
crofïlaires absorbées deviennent larves  infestantes .  
Lors du repas suivant ,  l e s  la rves  sor tan% par l e  + -Sos t r e  de 
l 'orni thodore infes te ront  l 'animal  sa in  sur lequel  celui-ci  s e  
nourr i t .  

.__-. -. .. -- .- --- - - ~ 

,-- __._____ ____ -.--- - 
. .  - Infestatio-? du H a m s t e r  . _  : . -  . 

Les lx-ves infes tan tes  sont '  &trai tes  du t ique p& d i l a , -  .- . 
cérct ion d,ws du Ringer à Ph 7,'.4.; ces la rves  sont déposées '8. 
l a  pipetbe dans l e  canal d'une ,~ .~ynJ- ' e :  que l'on a au préalable  
introdui te  sous l a  peau du hanster,  depuis l e s  fiomoplates jus- 
qu'à l a  région anale.  Les f i l a i res  grossissent  e t  a t te ignent  
l e u r  t a i l l e  maximum 180 j o u r s  après l ' i n f e s t a t i o n .  
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Pour savoir  s i  l e  hamster e s t  i n fe s t é  correctement,. on pratique 
une microfilarémie. Pour cela,  on saigne l f an ima l  en perçant l e  
s inus oculaire  avec une p ipe t te  f i n e  o b  l ' on  f a i t  monter l e  sang 
pa r  asp i ra t ion .  
On dépose s u r  une lame une gout te  de sang d'un volume t e l  qu ' e l l e  
occupe entièrement l a  surface d'une lamelle 18 x 18 sans d6border. 
S i  l ' i n f e s t a t i o n  e s t  réussie  on d o i t  pouvoir compter de 40 B 
60 microf i la i res .  

__.I."- - -  I - 

-. 

- Pour récupe'rer l e s  f a a i r e s  adul tes  il s u f f i t  de r e t i r e r  l a  peau 
du hamster e t  de l e s  prélever,  $i l a  pince, dans l e  t i s s u  sous- 

.. . .. .- . c- 

. .  cutan&. . I. ., 

. .  . .  . 

Infes ta t ion  des Orni tho6orS 

Le hamster in fes t6  e s t  a t taché su r  une planche, on l u i  
rase  l a  région abdominale. On place ensui te ,  su r  l a  région rasée,  

.- 
30 tiq,ues adul tes ,  . .  8. jem depuis un mois ,  retenus pr i spnnicrs ,  . /  

dans une cage dont l e  plancher e s t  const i tué p a r  une gaze. , . 

Les t iques  piquent l e  hamster 
dant ' 2' heures. 

e.t .on l e s  l a i s s e  s ' i n f e s t e r  p.en- 
. .. 

Elevage des t iques  : Les Ornithodores sont élevés dzns un 
bocal contenant du sable  de r i v i k r e  tamis6  à 250 microns, bou- 
ch8 par du coton, e t  consem6 8. 29OC en atmosphère humide. 
Ils se nourr issent  s u r  des souriceaux nouveau nés que l ' o n  place 
dans l e  bocal pendant 24 heures. 

c 

z 

t 

. .  . -  . .  
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Cycle expérinental  de 
Hynenolepis nana, f ra te rna  

J- 

O 
i.' HÔt  e intermédiaire : Tenébrio m o l i t o r  

Hôte d é f i n i t i f  : Souris. 

Le cycle peut ê t r e  d i r e c t  : l a  sour i s  ingère l 'oeuf  
gui donne dans l ' i l e o n  l e  cysticerco7de e t  l ' a d u l t e .  

Cycle d i r e& - La sour i s  infest6e e s t  ouverte ; l e s  i n t e s t i n s  
sont r e t i r é s  ; l e  gros i n t e s t i n  e s t  éliminé ; l ' i n t e s t i n  grê le  
e s t  ouvert depuis sa p a r t i e  postér ieure  ; l e s  vers sont prélevés 
e t  placés dans du s6rum physiologique. 

. ..*- .- ~" .--- 

~ 

,.Pour i n f e s t e r  la s o u r i s  saine,  on sépare l e s  segments 
grav ides 'e t  on l e s  f a i t  ingérer  &, l ' a n i m a l  8. l ' a i d e  d'une p i -  
pe t te .  , .  

I 

=ele ind i rec t  

- Infes ta t ion  du Tenebrio : Les'Tenebrio sont spis & jeuner pen- 
dant 8 B 10 jours sur une f e u i l l e  de papier  f i l t r e  humide, dans 

h une boSte de Pe t r i .  Puis dessegments gravides sont  déposés dms 
LI l a  boî te  ; l ' i n s e c t e  l e s  mnge e t  s ' i n f e s t e  a i n s i .  La durée d ' in-  
3 f e s t a t i o n  e s t  de 8 jours, après cela  l e  Tenebrio e s t  remis en 

él evag e. 
- Infes ta t ion  de la s o u r i s  : Les cysticercoïdes vivent dans 

l e  coelome du Tenebrio ; pour l e s  l i b é r e r ,  on d i lacère  l ' i n s e c t e  
d a i s  un verre  de montre contenant du sérum physiologique. Chaque 
s o u r i s  e s t  in fes tée  p a r  une dizaine de cyst icercoïdes  in t rodu i t s  

* 



per o s ,  à la pipe t te .  
- Chez l ' i n s e c t e  : l e s  cysticercoïdes son-t matures en 30 jours  
- Chez l a  sour i s  : l e s  vers sont adul tes-en 1 0  jours,  mais ils 

disparaissent  an bout d'un mois.  
Une nouvelle i n fe s t a t ion  ne prend pas cas ces animaux sont 

immunisés. 

Cycle teq&rimental  de Hymenolepis microstonla 

Hôte d é f i n i t i f  : souris-rat-hamster 
Hôte intermédiaire : T r i b o l i m  coc€ustum. 

Le cycle e s t  toujours ind i rec t .  

Les techniques d ' i n fe s t a t ion  sont identiques B c e l l e s  
du cycle précédent. 
Chez l ' I n sec t e  : l e s  cysticercozdes sont mAures en 3 semaines 
Chez l e  rat : le V e r  e s t  adul te  au bout c l " t  mois  e t  peut irr-. 

f e s t e r  son hôte pendant 5 mois. I1 es t  s i t u é  dans l a  p a r t i e  

canal choleaoque q u i  e s t  hypertrophié. 
-an.t&ieure de l ' i n t e s t i n  grêle, l e  scolex e s t  f i x é  dans  l e  

i 

. .  

4 
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