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CONTRIBUTION A L’ETUDE DES TRYPANOSOMES

CULTURE — VACCINATION

‘ar A. PONSELLE

Introduction

En entreprenant cette série de recherches que nous poursuivons
depuis plusieurs années, sur le déterminisme de la culture de
divers Trypanosomes, nous nous ¢tions donné comme but, de lrou-
ver un mode de culture pratique pour les Trypanosomes pathoge-
nes des mammiféres, qui permit d’aborder I’étude d’un procédé
d’immunisation efficace contre les Trypanosomes. Cet espoir n’a
pas été réalisé jusqu'a présent, tout au moins en ce qui concerne
la culture, mais nous avons observé cn chemin quelques faits qui
ne nous semblent pas dénués d’intérét, au point de vue de la biolo-
gie de ces parasites.

Nous sommes arrivés par une autre voic a obtenir un vaccin
dont l’action, chez la Souris, scul animal sur lequel nous ayons
expérimenté jusqu’a ce jour, nous a donné des résultals encoura-
geants. Ce procédé de vaccination sera peut-&tre susceptible d’ap-
plication plus étenduc & I'égard d’autres virus difficilement culti-
vables ou incultivables.

Historique

La culture des Trypanosemes a ¢t¢é réalisée pour la premiére
fois en 1903 par Novy et Mac-Neal pour le Trypanosoma lewisi du
Rat. Ces auteurs enscmencaient quelques goultes du sang d’un Rat
parasité dans lecau de condensation d’un milien agar-sang trés
voisin de celui préconisé antéricurement dans un autre but par
Bezancon et Griffon. Les cultures devenaient rapidement riches et
se perpéluaient facilement par réensemencement. En 1904 les meé-
mes auleurs annoncaient avoir réussi la culture d’un Trypanoso-
me pathogéne, le Trypanosoma brucei, agent du nagana, en sc
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servant d’un milicu beaucoup plus riche en sang que le précédent
les premiéres cultures étaient d’ailleurs trés difficiles a obtenir, les
échiees ¢tant fréquents et dans les cas les plus heureusx, seuls quel-
ques tubes d’une série donnaient des succés. Les réensemencements
sc faisaient par contre avec facilité. Malheureusement Ia difficulté
@’obtenir les premiéres cultures parait &tre plus grande encore que
ne lc faisail penser le suecés de Novy Mac-Neal. Smedley en Angle-
terre semble avoir ¢té le seul & en oblenir et encore ses cultures
¢taient-elles peu {florissantes ¢t se perdaient rapidement au cours
des subcultures. Bruce ne réussit pas & culliver ke T'r, brucei mal-
gré de nombreux ecssais et quoiqu’il ait minutieusement suivi les
instructions de Novy (1). Nous-méme avons constamment échoud.

A cctie ¢poque, dans les grandes lignes, la culture des Trypano-
somes non pathogénes ¢tait devenue facile, mais celle des Trypa-
nosomes pathogénes restait trés difficile sinon impossible, Les
chercheurs qui cultivérent de nombreuses espéces de Trypanoso-
mes sc¢ servirent du milieu initial N. N. Les scules modifications
intéressantes furent celles qu'y apporta en 1906 Mathis, en mon-
trant que le milieu N. N. pouvait étre porté au bain-maiie 4 100°
sans perdre ses propriétés et que ce chauffage semblait méme
Paméliorer en détruisant certaines propiiétés du sang nuisibles au
Trypanosome et Miyiajima qui se servit de bouillon ordinaire des
laboratoires de bactériologic additionné de 1/10 a 1/5 de sang défl-
briné aseptique pour cultiver le Tr. Theileri des Bovidés. Postérieu-
rement Noller, Ogawa et nous-méme Pemploytrent avee suceés
pour d’autres Trypanosomes.

En 1906, Ch. Nicolle préconisa, au contraire, pour la culture des
Leishmania un milicu ol le bouillon et la peptone étaient suppri-
més et ol le sang défibriné était mélangé avec unc gelée d’agar dans
la solution physiologique de chlorure de sodium. Ce milieu fut
utilisé par Brumpt, Laveran, etc., pour la culture de divers Trypa-
nosomes.

Mais lc déterminisme de la culture des Trypanosomes étant
ignoré, les milieux restaient empiriques, beaucoup de modifications
de détails y étaient apportées souvenl sans grande utilité. Les

(1) Reports of the Sleeping Sickness commission of the Royal Society, Ne X,
1910, p. 20.

It may bc mentioned here that attempts have been made in this laboratory
to cultivate these threc species (Tr. lewisi, brucei, evansi). The cultivation of the
first was found to be a comparatively easy matter ; but all attempts, and they
many, to cultivate the last two, have, up to the present, failed, although N
instractions were carefully followed.




cfforts se portaient surtout sur la culture des Trypanosomes patho-
génes ; les dcux plus intéressantes tentatives 4 cet égard furent
celles de J.-G. Thomson el J.-A. Sinton ui, modifiant légérement
le milieu de Nicolle, obtinrent, difficilement il est vrai, des premié-
res cullures et quelques subcultures de Tr. gaumbiense et rodhe-
siense ct celle de Behrens qui substitue an bouillon-agar du milien
N. N. un agar au bouillon dialysé avec lequel il dit obtenir 100 0/0
de succes dans la culture de Tr. brucei et des subcultures faciles ct
abondantes. Ce milieu restant sans valeur pour les autres Trypa-
nosomes pathogénes. Nous avons ¢galement utilis¢ le milieu pré-
conisé par Behrens pour la culture de T'r. brucei, mais les résultats
furent mdédiocres : des débuls de culture qu’il fut impossible de
repiquer.

Vest dans une autre voie que, deés 1913, nous nous sommes
engagés ; nous avons repris 1'élude de la culture de cerlains Try-
panosomes non pathogénes et pathogenes de Poissons et de Batra-
ciens et nous sommes arrivés 4 en connaiire le déterminisme exact
différent d’ailleurs pour certaines des espeéces étudiées el semblant
caraclériser deux groupes qui englobent la majorité des Trypano-
somes connus. Cest exposé de nos recherches (ui constitue notre
travail,
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TRYPANOSOMES ET TRYPANOPLASMES

DE VERTEBRES DONT LA CULTURE A ETE OBTENUE (1)

NOM DE L'ESPECE |
DU TRYPANOSOME

=

NOM
DU VERTEBRE
PARASITE

MILIEU
EMPLOYE

NOM DE L’AUTEUR
ET INDICATION
BIBLIOGRAPHIQUE

Trypanogoma avium. . .

T. barbatuls .

4
W
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©
g
2

=
w
"
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I
@
s

Oiscaux

Cobilis
barbululu
Bufo
melanosticlus
Bovidés,

' Equidés, etc.

T. cuniculi......

T. Danilewsky ..
T. dimorphon...
T. Duttoni.......

T. elegans.......

T. equiperdum ..

Lapin

Carassius
auratus
Bovidés,
Equidés, etc.
Mus morio
musculi
Gobio
[fluviatilis

Equidés

N.N.
P(mscl]c
Mathis
N. N.
2¢ formule
Milieu
de l'autleur
N
N.N.
N. N.
N. N.

2¢ formule
N. N. N.

N. N.
2e formule

Novy et Mac NeaL. Journ.
of infecl. diseases, 11, 1905,

PoxsieLLe (A). C. R. Soc.
biologie, LXXIV, 1913,

Matnis et LEceEr. C. R.
Soe. biologie, LXX, 1911,

Novy et Mac NeaL. Journ.
of infeel. diseases, 1, 1904,

Beunexs. Journ. of infect.
diseases, V, 1914,

Petrie (G.-I.). Centralb. f.
Bakl., I, Oriy.,, XXXV, 1904,
Journ. of Hygiene, 1905,

TrHowsoN (J.-D.). Journ. of
Hygiene, Y111, 1908,

LavEraN et Purir, Bull, Soc.
path. exol, 11, 1909,

Tuirovx. Ann. Inst, Pasteur,
XIX, 1905.

Rotnskgy. in Laveran et
Mesnil, Trypanosomes ef
Trypanosomiases, 1912, 2¢
édit.

Monrenr. U. S. Dept.of Agric.
Bureau of anim. Indust.,
Bull. 142, 1911.

T. Evansi ....... Bovidés, N. N. Laverax et MEsNIL. Trypa-
Equidés nosomes et Trypanoso-

miases, 2¢ ¢dit., 1912,
T.fringillinarum Fringilla N. N. Woobncock. Quarl. Journ.

ceelebs et Mathis of micr, Se., LV, 1910,
T. gallinarum . .., Gallus N. N. Bruck, HavERTON, BATE-
domesticus MAN et MACKIE. Reporls
of the sleeping siclkness
Commission of the Rogal

Soc., XI, 1911,
T. gambiense ... Homme Milicu TrnousoyN (J.-G.) et SixtoN
des auteurs| (J.-A.), Ann. of Trop. Med.
and Parasilology, V1,1912,
T. granulosum ., Anguilla Ponselle |PoxskLLe (A)). — C. R. Soc.
X X vilguris Biologie, LXXIV, 1923.

T. inopinatum. ... Rancesculenla . Ponselle |PoxseLLke (A.). — Thése

médecine, Paris, 1913.
T. Laverani ..... Spinus {rislis N. N. Novy el Mac NEaL. Journ,
i of infect. Diseases, 11, 1905.
(1) Abréviations : N. X,, milieu de Novy Mac Neal. — N. N. N., milieu de Novy,

modifié par Ch, Nicolle,
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T. Mathisi.......
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T.rajse..........
T. rotatorium....

T. rhodesiense ..

T. tritonis .......

T. vespertilionis.

T. vickersse......
Schizotrypanum Cruzi. .

S. pipistrelli.....

Trypanoplasma varium.

i

|

\

' Leptodaciylus |
I oscellulus |
| Musraltus,decu-
| manus, alexan-
. drinus, ele.

[ Chelidon urbica.

Ovidés

Hapale
penicillatus
Athene noctua

Syrnium aluco

Padda
i oryzivora
‘Phoxinus leevis

Tropidonoluspis-
cator el Hipsi-
rhina chinensis.

Raja

Rana esculenla
el lemporaria
Homme

Scardinius
erylrophlalmus
Seyllium

Bovidés

Triton
pyrrhoguster
Vesperlilio
huhli

Macacus
cynomolgus
Homme

Vesperugo
pipistrelins

Cobilis
burbalulu

|

N. N.
N. N,

N. N\,

N N.N.
N. N.

N. N.
ausangdoie
N. N.
Mathis

N.N. N.
N. N.

20 formule
Miliecu
des auteurs
N. N.
N.N. N,

Bouillon
sang

Bouillon
au sang 1/10

N. N.
et N. N. N.
N. N. N.
N. N,
N. N N.

Ponselle

|

!

Benillon sang de
mouton etagar
sang demouton

NN,

AsTrRoOGILDO Macnavo. Mem.
Inst. Osw. Craz., 111, 1911,
Novy ¢t Mac NEaL. Conlrib.
{o med. Rescwrch. dedic.
to V. Vaaghan, 1903.
SERGENT (Ed. et EL). Ann.
Inst. Past., XX1, 1907,
NOLLER (W.). Arch. Schiffs.
Trop. Hyy., XXIII, 1919,

Novy et MacNEaL. — Joarn.,
of infeel. diseases, 11, 1905,

Bruver (E). — Bull. Soc,
Path. exolique, 1909, 1.

RosexBUscit. Arch. f. Pros:
titenkunde, XV, 1909,

MavyEr. 1bid., XXI, 1911,

Tuirotx. Ann. Insl. Pasl.,
XIX, 1903.

Deraxoé. €. R. Soc, biolo-
gic, LXI1H, 1911,

Marnis et LEceRr. (0. R, Soc.
bivlogic, LXVII, 1909,

Bruemer, Soc. path. exotique,
1910,
Boter.
1905.
Toousox (J.-G) et Sinrox

Ann.  Inst. Pust.,

(J.-A). Ann. of Trop.
Med.  and  Parasilology,
VI, 1912,

DEeLanoé. €. R. Soc. biolo-
gie, LXIII, 1911,

Brumrer. Soc. path. exoli-
que, 1910,

Mivaana. Philippine. Journ.
of Sc., B. med. se., 11,
1909,

Ocawa. . R. Soc. biologie,
LXV, 20,

NicorrLr: et Cowre. Ann.
Inst. Past. de Tunis, 11,
1908.

Brosmer (L), Ball.  Soe.
palh. exolique, 11, 1909,
Cnacas (C). — DBrazil me-

dico, 1909.

CaarroN (L) ¢t CoUvnRnrikr
(R.). €. R. Soe. biologie,
LLXXXIV, 1921,

PoxseLLE(AL). — €O R, Soc.
Biologie, LXNIV, 1913,

g et
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CHAPITRE I*

Le Trypanosome de P'Anguille

et les Trypanosomes des Poissons

psum a ¢te

Le Trypanosome de YAnguille : Trypanosomd grannl 1
a été

découvert en 1911 par Sabrazés ot Muratet. Ce Trypanosome
gtudi¢ par Franea cl surtout par Brumpt qui a démontré s trans-
mission aux Anguilles par la piqure d’Hemiclepsis marginat@ et en
a étudi¢ d’une maniere trés compléete le cvele svolutif chez cette
Hirudinée.

Malgré sa grande vitalité, déja signaléce par §abrazés et Mumlef(.
Brumpt n’avait jamais pu en obtenir de cultures el S'C‘\'Primmt
ainsi a4 ce sujet: « Pans le milien de Novy et Mac-Neal nous
wavoens pu obtenir de culture ct malgré la différence d¢ constitu-
tion du milicu avec le sang de Anguille nous avons observé des
formes pm‘faitement typiques huit et dix jours apris Pensemences
ment. »

Les nombreux cssais de culture que pous avions tentés 1t 1912
et 1913 ct ceux de Delanoé avaient confilmé que ce 'l‘rypanosome
était incultivable dans le milicu de Novy et Alac-Neal type ou Mo-
difié par Nicolle, qu’il soit chauff¢ ou non, et qu'il stait sculement
possible d’obtenir une survie prolongée de plus dun mois sans
trace de multiplication. .

Cette absence d’évolution cultuiale contrastant avee la mult}-
plication extrémement rapide qui a lieu dans le tube dige.stl(
d’Hemiclepsis marginala, wétant pas lice a une fragiité particyt
liere de T'r. granulosum, nous Avons pensé que la culture é a:lt de-
terminée chez 1a Sangsue par un tacteur probablement assez simple
qu’il serait possihlo de faire intervenir dans le milieut de culture

Les obseivations qué Miss Robeitson avait [laites quclqucs an-
nées auparavant sur le Trypanosome du Cyprin doré, d’ai%\eurs
facilement cultivable en milieu N. N., nous mirent sur Ja voie.

Ges expériences d’une durée relativement courte qui avaiel}t éte
effectuces uniquement entre lame ct lamelle avaient montré que
Pon provoquait une mulliplication rapide de c¢ Trypanosome en
abaissant l1a pression osmotique du milicu ot il s¢ trouve.

Pensant que Pabsence de multiplication du 'l‘rypanoson.uj de
Anguille en milicu N. N. ou N. N N. venail de co (i€ ces milict®
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n’étaient pas encore assez hypotoniques par rapport a la pression
osmotique du sang de I"Anguille, nous avons constitué un milien
agar-sang hypotonique de la formule suivante :

Agar : 20 gr.
Eau ordinaire : 1.000 gr.

Aprés chauffage 4 120° et filtration, le milien réparti en tubes

" 17

¢.ComsTanTim

Fra. 1. — 1, 2, Tr. granulosum, dans le sang de DUAnguille; 3, forme éEpaissie,
douze heures aprés l'ensemencement; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, formes

Crithidia Leptomonas ; 14, 15, 16, 17, forme Trypanosome de culture (Gross.
1000 diamétres. Coloraiion au Giemsa).

est mélangé vers 50° avee son volume de sang de lapin défibriné
recueilli aseptiquement et ineliné pour solidification.

Sur un tel milieu, il suffit d’ensemencer une goutte du sang d’une
Anguille parasilée méme faiblement pour obtenir rapidement des
cultures d’une extréme richesse ol les formes de multiplication
abondent ainsi qu’en

témoignent les dessins 10, 11, 12
figure 1.

de la

La marche de ces culluies, observées au moyen de prélévements

]
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répélés a des intervalles rapprochés, montre que I'évclution cultu-
rale du Trypanosome dans ce milieu est identique a celle que

Brumpt a décrite au cours de ses belles re-
cherches sur le mode de transmission et
I’'évolution des Trypanosomes des Poissons,
dans lestomac el TPintestin de la Sangsue
Hemiclepsis marginata. Déja quelques heu-
res apreés lensemencement, les Trypanoso-
mes s'épaississent, deviennent peu 4 peu
piriformes, tandis que le blépharoplaste se
rapproche du noyau pour arriver a la forme
Crithidia et 24 4 48 heures aprés, les prépa-
rations ne montrent plus que des Crithidia
en division trés active et des formes Lepto-
monas ; 15 a 20 jours apres les cultures sont
extrémement abondantes,

Nos expériences ont montré, en outre, que
les différents individus Trypanosomes, exis-
tant dans le sang des Anguilles, ne sont pas
d’une égale susceptibilité vis-a-vis de la bais-
se de pression osmolique et que déja, pour
une trés faible diminution telle que celle qui
résulte du mélange dw sang défibriné de
Lapin a volumes égaux avec de I'agar conte-
nant 0,4 0/0 de NaCl, quelques Trypanosomes
répondent a ce léger stimulus en prenant la
forme Crithidia et en se divisant, alors que
le plus grand nombre conserve encore la
forme sanguine sans multiplication. Il est
vrai que dans ce cas la culture reste toujours
maigre, contrastant avec celles ot la pression
osmotique est optima et ol tous les Trypa-

I 1] nosomes se divisent et se multiplient avee

'!' | Fig. 2. — Culture de 17 une grande rapidilé. Ce fait est & rapprocher

jours.  Trypanosome ; ST Rt T 3 -

: haithteh piten Iiv- selon nous de I'a ‘I‘t‘blb'tclﬂ(.(‘ des Try panosomes

{4 potoniquede I'auteur, aux agents chimiothérapiques et peut servir

Al tube vu par transpa- d’argumentl aux théories qui voient 4 la base
rence a 10 centimé- PR ) , %

al tres d'une lampe élec- -~ € cette résistance une sélection. Ajoutons

trique de 16 bougies.  d’ailleurs quc dans ce méme milien hypo-

1} tonique tous les Trypanosomes de Poissons

| j se développent beaucoup mieux que dans le milien Novy et

¥

Mac-Neal, certaines especes y donnent (7r. phoxini, barbatule,
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ete.) des formes pigmentées identiques & celles que Brumpt a
signalées pour divers Trypanosomes de Poissons de mer el
d'eau douce en culture sur le milieu N. N. N. et dans le tube
digestif de Calobdella punctata et d’Hemiclepsis marginata. Dans
les cullures sur notre milieu, la multiplication de ces formes pig-
mentées est si active quau bout de quelques jours le milieu exa-

C.COMSTAMTIM -
oo
_y-;‘/

Fie. 3. — Culture de 20 jours. Coloration Giemsa. Grossissement, 1.100 diamétres.
1,2, 3 4, 5, 6, 7, Trypanoplasmes de culture ; 8, 9, individus présentant une
division du noyau ; 10, division simultanée du noyau et du centrosome ; 11, 12,
division dn centrosome préeédant celle du noyaun ; 13, 14, 15, individus a la fin de
la division ; 16, Trypanosoma barbalulwx forme de culture,

miné par transparence montre une large tache noire, sur le fond
rouge du sang laqué, dans la zone ou les Trypanosomes se sont
développés dans 'agar,

Si nous examinons la pression osmotique du sang de divers Pois-
sons d’eau douce, nous remarquons qu’elle correspond en moyenne
4 une solulion de chlorure de sodium & 0,66 0/0, tandis que le A
du sang de Lapin = celui d’une solution de ehlorure de sodium a
0,95 0,0,
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Le A du milieu de Novy Mac-Neal correspond A celui d’une solu-
tion NaCl a 0,65 au lieu de 0,45 pour notre milieu.

Cette influence déterminante de la pression osmotique, explique
pourquoi Brumpt a obtenu de beaucoup plus belles cultures des
Trypanosomes des Poissons de mer avec le milieu au sang de Lapin
qu’avec un milieu agar-sang au sang de Poissons marins (dont le
A = 1,072 0/0 NaCl). Dans ce méme milieu hypotonique agar-sang
nous avons réussi la culture d’un flagellé trés voisin des Trypano-
somes, le T'rypanoplasme, resté incultivable jusqu’a nous, et cela
en partant d'un seul individu isolé en goutte pendante, du sang
d’un Poisson qui était parasité i la fois par des Trypanoplasmes
et des Trypanosomes.

Ces cultures étaient d’une remarquable richesse ainsi que le mon-
trent les figures annexées & ce travail. Cette culture présentait un
intérét théorique au point de vue de lorigine des Trypanosomes
et des relations existant entre Trypanosomes et Trypanoplasmes.
Elle nous a montré que les Trypanoplasmes ne présentaient pas
en culture une forme trés différente de celle du sang et qu'ils se
rapprochent des parasites intestinaux des Poissons, les Prowazekia.

Dans ce méme milieu, nous avens étudié la culture de Tr. lewisi
qui s’y eflectue trés bien, mais nous n’avons cu que des insuceés
avec Tr. brucei. Il n’est pas non plus favorable au Trypanosoma
rotatorinm, nous en verrons la cause dans le chapitre suivant.




CHAPITRE 1I

Trypanosoma rotatorium

On oblenait facilement la culture de Tr. rotaloriwm et Mathis
dans son milicu chauff¢ avait retrouvé les stades si particuliers
déja entrevus par Danilewsky, qui caraclérisent ’évolution cultu-
rale de e¢e¢ Trypanosome.

Nbller, d’autre part, avait montré que le bouillon sang était un
milieu encore plus favorable et nous-méme avions observé que le
bouillon sang préparé au 1/10, suivant la formule de Miyajima,
donnait encore plus rapidement des formes culturales. Mais le
déterminisme exact de cette évolulion était resté inconnu.

Doflein, dans Pétude qu’il lui a consacrée en 1910, s’exprime
ainsi : « Je n’ai jamais réussi 4 obtenir entre lame et lamelle sous
le microscope, directement du sang de Grenouille, la multiplication
des grosses formes de Trypanosomes de la Grenouille. J’ai entre-
pris dc nombreuses recherches dans ce but, en plus de celles faites
avec le sang pur, dans ces expériences les Trypanosomes restaient
vivants des jours entiers. Ils éprouvaient bien pendant ce temps
des modifications intéressantes sur lesquelles je reviendrai dans
un prochain travail, mais dans la régle ils ne se multipliaient pas. »

Noller, d’autre part, dans son travail sur 7. rotatorium, se borne
4 de vagues hypothéses. '

Tel était I'état de la question quand nous P'avons abordée. Nous
sommes partis de Pétude du milien bouillon avee 1/10 de sang de
Lapin défibriné, l¢ meilleur milieu pour la culture du 7'r. rotato-
rium, déja préconisé par Ogawa pour la culture de Trypanosoma
tritonis du Triton pyrrhogaster.

Aprés avoir constaté que le simple fait de la dilution du sang
avec de 'eau physiologique ou de Peau distillée était impuissant a
constituer un milicu propice a I’évolution du 7'r. rotatorium, nous
avons étudié I'action de plusieurs dérivés des protéiques existant
dans les infusions de viande : syntonines, peplones, acides amines
et divers sels : chlorure de calcium, sulfate de magnésie, etc., des
lipoides, des savons, sans aucun sucees.

L’étude de la réaction du bouillon nous conduisit au conlraire a
une découverte intéressanle. Le bouillon employé couramment
dans les laboratoires de bactériologie, alealinisé légérement avece le
papicr de tournesel comme indicateur, avant la stérilisation, se

-
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trouve aprés le passage & lautoclave non sculement loujours acide
4 la phtaléine du phénol, mais encore trés souvent neutre ou lége-
rement acide au tournesol. La durée du chauffage et le degré auquel
la stérilisation est effectude, influent beaucoup sur ceite réaction
qui tend & augmenter vers Pacidité, surtout si le bouillon contient
du glucose. Ces notions sont d’ailleurs connues.

Basée sur cetic observation, notre premiére expérience consista
a mélanger & volumes égaux unc goutte de sang de Grenouille para-
sitée avec une solution & deux pour mille en volumes dans I’cau
physiologique d’HCI & 22° Bé. Une goutte du mélange mise entre
lame ct lamelle fut placée sous le microscope et un Trypanosome
de la grande forme striée ayant ¢1é6 amené dans lo champ, fut sou-
mis & des obscrvations répétées. Déja quelques heures aprés le
début de Pobservation, commencée au matin, le 'Trypanosome
s’épaissit et vers le soir devient sphérique ayant perdu son
flagellc.

Le lendemain matin, a lIa place du Trypanosome, se trouvait une
masse composée de 8 petites sphéres qui continuaient a se diviser
et qui vers le soir prirent un aspect piriforme avec une petite
saillie au pdle libre. Le lendemain au matin, pas de modification
apparente, mais vers 17 heurcs des mouvements commencérent a
s¢ distinguer dans la masse et plusieurs des ceilules filles montre-
rent de courts flagelles mobiles : & 21 h., deux Trypanosomes se
détachérent de la masse commune.

Cetle expéricnce nous conduisit a étudier de plus prés Paction
de Pacidité et & trouver le point correspondant au maximum de
rapidité dans I’évolution culturale du Trypanosome,

Le mélange d’une goutte de sang parasité avec 10 fois son volume
d’'HCI 4 0,6 0/00 dans NaCl a 5 0/00 nous donna des résultats
encore meilleurs. :

En remplagant pour la dilution de I'acide chlorhydrique Ia solu-
tion 4 5 0/00 NaCl par unc solution minérale complexe du genre
du liquide de Ringer Locke, nous obtenions déji au bout de 24 heu-
res des formes culturales flagellées.

Pensant alors & la possibilité d’une action secondairce nuisible de
Pacide chlorhydrique libre sur les Trypanosomes, nous essayames
de remplacer HCl par du phosphate monopotassique, mais. fait
curieux, si le début de I'évolution culturale, caractérisé par la misa
en boule ct la perte du flagelle, se produisait rapidement, quelque-
fois, avant toute division ou au cours des divisions ultérieures,
intervenait une cytolyse brusque des éléments quaucune modifi-
cation dans la tonicité ou dans la comiposition saline de 1a solution
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ne parvenail & supprimer. Seule I'adjonction de peptone au taux
de 0,5 4 1 0/0 ou de gélatine, la présence des deux esl encore preé-
férable, ou méme d’agar (celle-ci est difficile & manier &4 cause de
son pouvoir gélifiant considérable), supprimait complétement la
cytolyse. Ces substances n'ayant comme caractere commun que

Fi. 4. — Formation d'un agrégat de paramécies ayant pour point de départ un
mérozoite postérieur. A, C, F, états d'accroissement successifs par division du
merozoite. G, montre 'agrégat F aprés traitement par les réactifs qui mettent
en évidence dans la masse commune un gros noyau et un micronucleus
(D’aprés Balbiani, 1893).

leur pouvoir adsorbant, nous avons pensé qu’il fallail atlribuer
celle cytolyse & la présence des anticorps existant dans le sang de
Grenouille parasité, qui, s’ils sont inactifs sur les Trypanosomes
du sang circulant, détruisent 90 0/0 des Trypanosomes de culture
ainsi que I'a montré Noller.

Il est done vraisemblable qu'au moment du mélange de la solu-
tion d’HCl avee le sang de Grenouille, les anticorps se trouvent
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détruits ou paralysés, soit qwHCI n’agisse qu'en donnant avee les

phosphates alcalins du sang des phosphates monobasiques et que

Pexcés se fixe sur les protéiques en les transformant, soit qu’il

s’agisse d'unc action spéciale de I’anion Cl.

Tandis que le phosphate monopotassique respecte ces anticorps
qui agissent alors sur les Trypanosomes dés qu'ils se meltent &
évoluer de la forme sanguine vers la forme culturale, de réfractai-
res qu’ils étaient ils deviennent brusquement sensibles et se trou-
vent cylolysés rapidement. 1I est intéressant de noter que cette
résistance ne semble possible qu'en I'absence de foute multiplica-
tion. On ne voit jamais de forme de multiplication de Tr, rotato-
rimm dans le sang des Grenouilles.

Etant données les dimensions considérablos que le Trypancsome
présente dans le sang, comparées aux formes de cullure, on peut
se demander si les formes sanguines ne soni pas en réalité des
colonies de Trypanosomes analogues aux monstruosités décrites
par Balbiani chez Paramecium aurelia au cours de ses expériences
de mérotomie. Pendant Ia multiplication par division des méro-
zoites de Paramécies, Balbiani a observé plusieurs fois une bizarrc
anomalie consistant en ce que les produits de division au lieu de
devenir libres & chaque génération restent unis entre cux el consti-
tuent une sorte de colonie qui prend une forme plus ou moins irré-
guliére par suite des coalescences qui s’établissent entre les indi-
vidus composants,

Les noyaux de ceux-ci restent réunis au centre de Ia colonie sous
forme d’'une masse vacuolaire qui représente sans doutc unc sorte
de noyau colonial remplacant physiologiquement les noyaux indi-
viduels absents chez les rejetons périphériques de la colonie.

Les conditions physico-chimiques du sang de Grenouille  agi-
raient sur le Trypanosome en ralentissant considérablement 1la
vitesse de multiplication et lui imprimanl un caractére spécial qui
le rendrait résistant aux anticorps.

L’emploi indifférent de Pacide chlorhydrique ou du phosphate
monopotassique pour déclancher I'évolution culturale, toute ques-
tion d’activité des anticorps mise a4 part, permcttait déja de sup-
poser qu'il ne s’agissait pas d’une action de la molécule de ces
corps, mais de leur réaction acide.

Pour fixer nos idées sur Pacidité optima, nous avons d’abord
utilisé lIa méthode titrimétrique, mais aprés quelques dosages nous
ous sommes rapidement rendu compte qu’'elle était absolument
impuissante 4 nous renseigner cxactement et que seule la concen-
tration en ion H intervenait dans le déterminisme du phénoméne.




Cesl surtoul depuis les recherches de Sorensen (1909) que Pim-
portance en biologie de la notion de concentration en jon H est bien
connue. Dans ses Eludes Enzymatiques, ce dernier auteur a mis
au point une méthode colorimétrique de mesure de la concentra-
tion en ions Hydrogéne, qui a ¢té encore perfectionnée dans ces
derniéres années principalement par les auteurs américains Clark
et Lubs.

Le principe de cette méthode, dans ses grandes lignes, est de
comparer, sous une méme épaisseur et sous le méme volume, la
solution dont on veut estimer la concentration en ions Hydrogéne,
ct une série de solutions étalons de concentration en ions H crois-
santc ou décroissante additionnées de la méme quantité d’un indi-
cateur approprié. Une fois trouvée la solution dont la teinte est
identique 4 celle du liquide étudi¢, il suffit de connaitre la concen-
tration en ions H de I'étalon pour avoir cclle de P’échantillon.

C’est cette méthode colorimétrique que nous avons ecmployée
pour déterminer la concentration en ions Hydrogéne.

Nous basant sur la composition salinc du bouillon d¢ viande el
suivant la méthode synihétique cmployée par Raulin dans ses
mémorables cxpériences sur I'Aspergillus niger, nous avons cons-

titué une solution minérale qui, additionnéc des substances adsor-

bantes dont nous avons expliqué plus haut I'utilité, et mélangée au
sang de Grenouille parasité & raison de 1 de sang pour 14 de solu-
tion, a permis d’obtenir trés rapidement Pévolution culturale du
Trypanosoie.

C’est le minimum de temps nécessaire a Papparition des formes
culturales flagellées, qui a servi de critérium pour établir le
meilleur milieu de culture. .

Nous avons ¢tudié deux formules de cc bouillon artificiel qui
donnent sensiblement les mémes résultats.

L’une comporte comme « régulatcur » un mélange de phospha-
tes mono et bibasiques et cn voici la formule :

, Chlorure de sodium ............... ... ... ... 0,55
» de calcium ....... 0,02

» de magnésium 0.02

Phosphate monopotassique pur .................... 0,195

» bisodique + 2 HO ... ... ... o 0,005
GlUCOSC .o i i e e e i e e 0,2
Peptone Witte ... .. oo 0,5
Gélatine pure ......... ... ol 0,5

Eau bidistillée ........ ... .. . i 100 ce.
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el un second dont le systéme régulateur est constitué par un meé-
lange de glycérophosphate de soude et d’acide suceinique.

Chlorure de sodium ....... . . ... o

» de potassium ... .. .. .. ... .

» de calcium ........ .. ... .

Sulfate de magnésie ....... ... . ..

Glycérophosphate de soude crisl, ...

Glucose ..... ...
Gélatine pure

Peptone de Witte ............. .. .

Acide lactique de densité 1,21 au 1/10

(en volumes) ... ... .

0,55
0,03
0,02
0,02
0,20
0,2
0,5
0,5

{ ot acide succinique pur
0,8 \ crislallisé 0,065

Eau bidistillée . . . ... e, 100 ce.

Ces deux solutions sont & Ppeu prés équivalentes, néanmoins la

derniére parait légérement supéricure,

Ces deux solutions avant lc mélange avec le sang de Grenouille
présentent une concentration en ions Hydrogéne désignée par le
symbole pH de 5,4 et aprés mélange avec le sang de Lapin de 6,3.

Nous n’avons pas procédé a4 nos mesures
nouilles, vu les quantités nécessaires pour
nous sommes assurés que 3 ce. du mélange
sang de Lapin, ensemencé avec une irace

avec du sang de Gre-
les cssais, mais nous
» 10 de solution + 1 de
de sang de Grenouille

parasité, donnait des culiures aussi rapides.

C’est donc la concentration ¢n ions H de

PH 6,3 qui parait réa-

liser Poptimum d’acidité pour le phénoméne qui nous intéresse,

Tous nos essais ¢taient faits entre lame

et lamelle, aussi asep-

tiquement que possible, etyvoici comment nous procédions :

Une lame et une lamelle sont stérilisées
mées dans une boite de Pétri,
Avec une pince flambée la lamelle cst s

au four Pasteur enfer-

aisiec et on dépose sur

une de ses faces aux quatres coins une trace de parafline fondue
de fagon a constituer apres retourncment de la lamelle sur la lame

une chambre d’environ 1/10 de mim. de hau

teur.

Avec unc pipette Pasteur effilée et préalablement étalonnée avec

de l'eau distillée et portant deux traits, u

n a 0,01 ce., Pautre a

0,1 cc., on aspire 0,1 ce. de la solution que l'on refoule aussitot
aprés dans une lame & concavité flambée, puis on ponctionne sui-

vant le procédé de Noller, aprés neltoyage

de la région avec un

tampon imbibé d’alcool et asséchemnent, la veine faciale dune Gre-
nouille parasitée au niveau de la commissure labiale, on laisse le
sang arriver au trait 0,01 ce. el I'on opére soi

gncuscement le mélange
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dont on dépose une goutle sur une lame flambée, on recouvre de
la lamelle préparée et on lulte a la paraffinc.

Un Trypanosome (grande forme striée) ayant ¢t¢ amené au mi-
Tiew du champ, il est alors facile, en se servant de préférence d'un
condensateur & fond noir et d’un objectif apochromatique de 8 mm.
avec un oculaire comp. n° 12, de suivre évolulion culturale dans
tous ses détails.

Progressivement le Trypanosome s'¢paissit, les edtes trés mar-
quées qui caractérisent les grandes formes s’atténuent peu & peu,
le Trypanosome tend & piendre une forme sphérique, les mouve-
ments de la membrane ondulante ct du flagelle sont toujours rapi-
des, quelques fois méme accélérés, mais ne communiquent au
Trypanosome qu’un mouvement de rotation sur place. Au bout de
2 heures environ, le Trypanosome est complétement sphérique avee
Ie flagelle toujours mobile, la membrane ondulante qui bordait la
sphére disparait et le flagelle commence 4 se détacher par Pextré-
mité voisine de la portion libre ; ses mouvements continuent jus-
qu'au moment ou il se détache violemment du Trypanosome dont
il s’écarte méme sensiblement, il présente encorc quelques secous-
ses, puis s’immobilise.

La sphére reste immobile avec seulemient des granulations c¢n
mouvement bien visibles 4 Iéelairage au fond noir, peu a peu sui-
vant un diaméire, se produit un étranglement qui bientot donne au
Trypanosome un aspect de biscuit ; cet étranglement s’accentue
et au bout de deux heures la division est compléte, donnant deux
sphéres de diameélre moitié moindre que la sphére primitive.

Sans accroissement de leur diameétre les deux sphéres commen-
cent &4 sc diviser et cctte division se trouve terminée en deux
heures.

Les divisions des cellules filles se répctent alors jusqu’a donner
64 éléments sphériques.

Ces sphéres ne sont animées d’aucun mouvement si la concen-
tration en ions H de la solution correspond bien & Poptimum. Si
cette concentration est trop faible, les sphéres présentent des mou-
vements amiboides prononeés qui les déforment incessamment, le
ternps.nccessaire aux divisions successives est_b caucoup plus grand
et les cellules ne se divisent plus avee la néme vitesse, si bien qu’il
coexiste des éléments non divisés des stades antérieurs avee des
¢léments déja divisés. Si, au conlraire, la conceniration cen ions H
est trop forte, la mise cn boule se [ait bien, mais tout sarréle la
et les divisions ultéticures ne se produisent plus.

Arrivés au slade 64 les ¢léments commencenl & modifier leur

i
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forme, de sphériques qu'ils étaient ils deviennent légérement piri-
formes et commencent a présenter de trés faibles mouvements
d’oscillation dus a l'apparition du nouveaun flagelle extrémement
court et trés difficile 4 voir méme au fond noir.

Progressivement le flagelle s’allonge et les mouvements prennent
plus d’amplitude, puis les éléments se divisent encore longitudji-
nalement donnant deux petits leptomonas dont la mobilité s'ac-
centue et qui se melttent 4 circuler dans la préparation. La totalité
de D’évolution, quand toutcs les condilions se trouvent réalisées,
demande en tout 17 heurcs et les différentes phases se succédent
avec une régularité remarquable.

Comme nous I'avons déja indiqué en passant, méme si Poptimum
d’acidité sc trouve réalisé, différents facteurs peuvent inhiber le
pbrocessus ou lui donner une allure anormale.

La tonicité de la solution joue un role, elle doit correspondre a
une solution de NaCl de 5 & 6 0/09. Trop hypotonique, clle favo-
rise la cytolyse, hypertonique le processus s’arréte apres le stade
de misc en boule.

L’action la plus intéressante a étudier est celle des anticorps.
Nous avons déja dit que pour obtenir réguliérement des cultures
il était de toute nécessilé d’adsorber ces anticorps, car sans cette
précaution on assistait 4 une lyse plus ou moins précoce des formes
allagellées au cours de Pévolution culturale.

En leur présence la mise en boule, ¥ compris la perte du flagelle,
s’accomplit généralement d’une maniére normale, puis aprés un
laps de temps variable suivant les Trypanosomes et probablement
Pactivité des anticorps du sang de grenouille étudié, la sphére
augmente légérement de volume et brusquement devient moins
réfringente tandis que les granulations intraprotoplasmiques s’ani-
ment de mouvements browniens, indiquant la pénétration du
liquide a Pintérieur de la cellule qui néanmoins conserve sa forme.

Souvent, au contraire, c’est au cours de la division en deux que
se produit cette brusque cytolyse. On peut P'observer encore plus
tardivement, et fréquemment quand les divisions sont assez avan-
cées elle n'est que partielle, ne portant que sur certains éléments
qui semblent résistants, alors quun des produits de la division
ultérieure peut étre sensible et se trouver, lysé a son tour. Quand,
malgré la présence des anticorps probablement d’une activité
limitée, quelques formes Leptomonas ont pu se produire, elles sont
définitivement résistantes, ce qui confirme les observations de
Néller que les, Trypanosomes de culture mis en présence de sang
de Grenounille & anticorps ne sont jamais détruits que dans une




29 —

proportion de 90 0/0. La sensibilité des Trypanosomes de la Gre-
nouille vis-a-vis des anticorps semble donc présenter son maximum
au moment de la premiére division. Ces [aits sont suggestifs et
nous verrons dans la seconde partie de ce travail quel parti nous
avons essay¢ d’en tirer. L.e Trypanosome de la Grenouille ne parait
pas étre le seul a présenter ce déterminisme de Pévolution cultu-
rale. Nous avons obtenu de trés belles et trés rapides cultures de
Tr. fringillinarum, le Trypanosome du Pinson, en ensemencant
dans le bouillon sang au 1/10 une trace de moelle osscuse prélevée
aseptiquement.

Le Trypanosome non pathogéne des Bovidés cultive aussi par-
faitement dans le bouillon sang et ¢’est méme ainsi que les pre-
miéres cultures en avaient ¢t¢ obtenues par Miyajima. Comme
dans nos exptricnces, le mélange du sang avee de I'eau physiolo-
gique ou de Peau distillée ne donne lieu a awcune culture. Howard
Crawley et Paul Bhen, qui avaient noté¢ séparément ce fait ct cons-
taté la nécessilé du bouillon, n’avaient pas rapporté son action i
Iacidité, qui est scule agissante cependant. Cette étude du déter-
minisme de la culture de quelques Trypanosomes nous scmble
susceptible de faire mieux comprendre I'étioile spécificité des holes
intermédiaires dans la transmission des Trypanosomes. Elle expli-
que parfaitement le role des Sangsues ct de certains Tnsectes,
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La biologie de ce parasite, hdte habituel du tube digestif d’une
Hirudinée chez laquelle il se multiplie et peul méme se transmettre
par voie héréditaire, ainsi que Brumpt I’'a démontré, nous fit pen-
ser que 'hypolonie pourrait bien étre comme pour les Trypano-
somes des poissons le facteur déterminant de la culture.

En possession d’une souche trés pathogéne provenant d’une
Rana esculenta infectée par piqires d’Helobdelle, nous avons tenté
de cultiver ce Trypanosome. Ces Sangsues nous avaient été adres-
sées par le Professcur Seurat, que nous tenons 4 remercier ici de
son inlassable obligeance, et provenaient des environs d’Alger.

En ensemencant une goutte du sang du cocur d’une Rana escu-
lenta infectée cxpérimentalement et préscntant de trés nombreux
Trypanosomes, dans un milicu composé de sang de Lapin défibriné
aseptique et d’eau bidistillée stérilisée mélangés a volumes égaux
et inactivé 30 minutes & 56° (car le sang de Lapin cst souvent for-
tement trypanolytique pour cette espéce), nous avons obtenu rapi-
dement de belles cultures. Le lecndemain déja, 4 la température du
Laboratoire, on peut constater la présence de formes Crithidia trés
mobiles en multiplication active. Quatre jours aprés, elles sont
devenues nombreuses, formes isolécs ct rosaces avec flagelles a
I’extérieur. En pratiquant une numération approximative par
champ de microscope, on peut constater que le nombre des Trypa-
nosomes se trouve multiplié par 2 en 48 heures ; au bout de 10 &
15 jours les cultures deviennent extrémement riches.

Tous les tubes ensemencés donnent des cultures, les subcultures
se font trés facilement et sont déja trés abondantes 8 jours aprés
I’ensemencement.

Au début on ne constate que la présence de formes Crithidia
trapues, au bout d’'une dizaine de jours les formes allongées domi-
nent avec de nombrcux Trypanosomes métacycliques qui rappel-
lent absolument ceux qui existent dans les cultures de 7'r. granu-
losum.

On observe des formes de multiplication ol les Trypanosomes
ne sont en contact que par leurs extrémités postéricures, ces for-
mes, que nous avons colorées et reproduites dans une des figures
annexées 4 ce travail, ont ¢té également observées a 1’état vivant au
condensateur & fond noir (elles ne résultent donc pas des manipu-
lations de P'étalement) et sont assez particuli¢res et presque carac-
téristiques de cette espéce de Trypanosome, car ce sont celles qui
dominent.

Fait curicux, les formes Crithidia présentent de gros grains de
pigment noir identiques & ceux que montrent les Trypanosomes
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quelles sont sensibles 4 linoculation de sang de Grenouille in-
fectée.

Celle résistance des Rana temporaria ne peut pas Stre attribuée
i absence de formes 'Trypanosomes métacyeliques dans nos cultu-
res, car elles sont nombreuses déji au huitieme jour et d’ailleurs
cos formes sont celles quiinoculent les Helobdelles, ce qui prouve
que la résistance des ‘Trypanosomes aux anticorps, au cours (e
leur évolution, croit du stade Crithidic au Trypanosome sanguin
en passani par la forme métacyelique.

Nous reviendrons sur ce sujet & propos de nos essais de vaeci-
nation contre les Trypanosomes pathogénes.

Le déterminisme de la culture des deux Trypanosomes de la
Grenouille : Trypanosoma rolatorium et Trypanosoma inopinulum
sont done nettement difféients. Une preuse absolue peut en ére
donnée en infectant par T'r. inopinatum unc Grenouille naturelle-
ment infectée de rotaforium ct cn ensemencant une goulle du sang
du eecur dans deux tubes, 'un de bouillon sang all plT optimum de
6,3, et I'autre de sang cau distillée & partics ¢gales. Dans l¢ premicr
tube, on obtiendra unc culture pure de I'r. rolatorium et dans 'au-
tre une cultute pure de Tr. inopinalum.

C’est presque le seul exemple en bactériologic et en protistologic
de milieux parfaitement slectifs, car, méme dans le cas de micro-
bes aérobie el anaérobie stiictes, dua bouillon ensemencé avee les
deux espéces donne des cultures mixles ainsi que fe démonire
Iélégant procédé de Deb rand pour la culture en milieu aérobie du
B. telani en présence de B. subtilis (1).
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[MMUN]SAT!ON CONTRE LES TRYPANOSOMES PATHOGENES

Historique

En 1902, Laveran ¢t Mesnil firent des pssais dlimmunisalion par
inoculation de sang @ Trypanosomes avant perdu toule virulence
aprés séjour 8 400 s n’ohserverent dans ces conditions ni immuy-
niteé aux inoculations subscéquentes de virus frais ni maodification
Jdans fn marche de Pinfeetion. En 1907, Novy reprit cette question
on utilisant comne vacein des cultures de Tr. biucei avant perdn
toute virulence aprés expasition de 2 jours a 370, mais Ies resultals
furent n('gz\lifs, les Cobayves traités n'avant montré que qucl([uvs
jours de retard  sur les témoins. Avee le Tr. lewisi, au contraire,
Pinnnunisaticn fut obtenue, les Rats traités ne Qinfectant plus @ la
wuite diinoculation de sang virulent el feur sérum devenant protee-
teur contre une inoculation simultanée ct séparée du virus. Le
vacein utilis¢ ¢tail oblefiu en dialysant contve Peau distiliée des
cultures de Tr. lewisi placces en sac de collodion ; dans ces condi-
tions, les Trypanosomes ¢taient ],\1:\511101)'5(‘3 et le contenu du sae
conslituait le vacein.

Ross ct J.-G. Thomson, cn 1911, utilisérent du sang de Rat in-
feeté de T'r. rhodestense chaulfé & 553" dans un bul de vaccinothe-
rapic sur le Rat, sans SUCCES.

Latapie, la méme annde, inocule des Souris avee des corps de
Tiypanosomes (T'1. equinunt) sépards par centrifugation du sang
de Rat infeclé broyce dans un appareil spéeial et mis & macérer dans
le sérum des animaux fournisseurs de virus. Les animaux Lraités
meurent avee quelques jours de retard ¢h) sur les témoins.

Teichmann ¢l Braun, 1011, — Frypanosomes sees oblenus par
cenlrifugation remis en suspension dans Peau physiologique avee
addition de 1 0/0 de toluéne qu’on chasse ensuile par barbolage
Fair — déclarent avoir oblenu de tros bons résultats, s vaccinent
dos Souris et des Lapins contre la dourine : des Souris, des Rats,
des Cobayes conlre le nagana.

Laveran, par un procédé anatogue, essaie de vaceiner des Souris
et un Cobayve en leur inoculant en suspension dans eau distiliée
une poudre obtenue en broyant le produit de dessication de Try-
panosomes séparés des hématies par cenlrifugation de sang de Ral
infecté de Tr. gambiense. Resultals négalifs 3 Jes animaux traites
succombant plus rapidemenl que les 1émoins.
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Schilling, 1912, partant de I'idée que Pimmunilé de courte durée
qui suit la guérison par un médicament esl due & la résorption des
Trypanosomes tués par ce médicament, utilise des Trypanosomes
(obtenus par centrifugation de sang citraté de Rats nagands) tués
in pilro par une solulion d’émétique a 1 p- 400, aprés 2 heures de
contact et centrifugation le culot dilué dans du bouillon sert de
vacein en injection intra-péritonéale. 11 obtient ainsi chez les Rats
et les Souris une certaine immunité avee allongement de la période
d’incubalion el résistance compléte de ccrtains animaux,

Rondoni et Goretti, 1913, aprés avoir essayé comme vaccin des
Trypanosomes séparés par centrifugation du sang de Ratls infectés
et traités par 'ean distillée, par une solution hypertonique de
NaCl ou des sels de quinine ou de salvarsan, sonl arrivés ala
conclusion que seuls les Trypanosomes traités par le salvarsan
fournissaient un vaccin de quelque valeur ; Ia dilution au 40.000
serait la meilleure au bout de 30 minutes : & la température du
laboraloire les Trypanosomes dont Ia mobilité est seulement ralen-
lic sont centrifugés et employés comme v@eein aprés dilution dans
I'eau physiologique. Des Souris vaccinées contre le nagana reésis-
tent dans la proportion de 40 4 50 0/0 i unec inoculation de sang
virulent ou bien sinfectent, mais meurent plus tard que les
témoins.

Laveran et Marullaz, 1914, qui ont répété les expéricnces de
Rondoni et Goretli, ont infeeté les deux ticrs des Souris avec le
vaccin ef celles qui ont survécu a une premiére inoculation viru-
lente sont mortes a la seconde.

Schilling et Rondoni, 1913, onl utilisé des Trypanosomes main-
tenus 4 37° (sang de Rat nagané en bouillon citraté) jusqu’a ce
quils meurent, ce qui arrive au bout de 3 heures. Ces Trypanoso-
mes devicnnent toxiques et tuent la Souris & la dose de 1/4 de
centimeétre cube sans infection. Si le temps de séjour a 37° est
‘prolongé, la toxicité diminuc et devient nulle au bhout de 18 heu-
res ; elle disparait ¢galement par chauffage de 30 minutes a 56°,
Ces Trypanosomes toxiques & dose non mortelle ou ceux rendus
non toxiques par chauffage & 56° constituent un vaccin. Les Souris
traitées méme par de petites doses résistent aux inoculations
virulentes.

Malheureusement les essais de Laveran, 1913, avec la méme
technique, ne donnérent que des insuccés ou de mauvais résultats.

Aoki et Koduna n’obtinrent également que des résultats négalifs
dans des essais de vaccination contre la dourine sur Lapins, Rats et
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Souris avee des Trypanosomes tués par le formol ou des Trypano-
somes séparés par centrifugation, desséchés et pulvériseés.
Enfin Hintze, reprenant en 1915 les essais de vaccination au

moyen de Trypanosomes desséchés el de poudre de rales d’ani-
maux naganés, confirma Laveran, Aoki et Koduna, car, malgré la
variété des moyens mis en euvre, il n'eut que des résultats négatifs
4 une exception prés : un Cobaye ayant recu 0 gr. 4 de poudre de
rate de Rat nagané résista a Pinoculation virulente.

Ainsi done, malgré la multiplicité des vaccins proposés, les ré-
sultats paraissent encore trés aléatoires, les bons résultats publiés
par certains auteurs n’étant pas confirmés par d’autres chercheurs
utilisant le méme mode de préparation et aucun de ces vaccins en
tous cas nec semble avoir été utilisé praliquement

VACCINATION CONTRE LES TRYPANOSOMES PATHOGENES

Comme on I’a vu dans la premiére partie de ce travail au chapitre
relatif a la cullure de 7'r. rotalorium, les formes de cultures :
Crithidia, Leptomas et les formes Trypanosomes sanguicoles pré-
sentent une sensibilité trés inégale aux anticorps. Le maximum de
vulnérabilité existant au momenl du passage de la forme sangui-
cole a la forme culturale.

Le Trypanosome pathogéne de Grenouille Trypanosoma inopi-
natum monire la méme susceptibilité. Brumpt, en effet, a démoniré
que la Grenouille rousse (Rana temporaria) ne peut pas ¢tre infee-
tée de ce Trypanosome par piqfire d’Helebdelles, alors que Pinfec-
tion est facilement réalisée par inoculation de sang de Grenouille
verte infectée. Avee nos culiures cependant fort riches et ol exis-
tent de nombreux Trypans métacycliques, Pinfection de la Gre-
nouille rousse nest pas possible alors que la Grenouille verte suc-
combe plus rapidement & linoculation de culture que par pigare
d’Helobdelles ; cela prouve que si le Trypanosome métacyclique
est la forme de culture la plus résistante et celle qui infeete le
vertébré réceplif, elle 'est moins cependant que la forme Trypa-
nosome sanguicole.

Il en est de méme pour les Trypanosomes pathogeénes de mammi-
féres. Les travaux de Kleine et Taute, Bruce, Hamerton, Bateman
et Maekic ont bien montré que les formes de cultures Crithidia qui
se multiplient dans la trompe ct le tube digestif des Glossines ne
sont pas infectantes et que sculs les Trypanosomes mdétacycliques

’
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des glandes salivaires sont susceptibles d’infecter les animaux ré-
ceptifs.

C’est également le cas pour Trypanosoma cruzi évoluant chez
Gonorhinus megistus, Cimex lectulaiius, Cimexr boueti et Ornitho-
dorus moubata, ainsi qu’il résulte des expériences si précises que
Brumpt a faites au cours de ses nombreuses recherches et que Ion
peut résumer ainsi :

Les déjections de Gonrorhinus renferment loujours des MNagellés
du type Crithidia 15 4 20 jours aprés leur repas infectieux et ne
sont infectieuses que par hasard ; passé ce délai, elles renferment
de moins en moins de Crithidia, tandis que les formes Trypano-
somes deviennent plus nombreuses, elles sont alors toujours infec-
tantes pour les animaux sensibles.

Chez Cimex lectularius, I'évolution est encore plus rapide, au
bout de dix jours les déjections soni infectieuses et présentent des
cultures presque pures de Trypanosomes.

L’évolution est analogue chez Cimex boueli et Ornithodorus
moubata.

Il semblc done que ce soit aux cultures de Trypanosomes qu’il
faille s’adresser pour obtenir des vaccins, Cest, cn effet, avee des
cultures que Novy ct Mac-Neal ont obtenu Iimmunisation du Rat
contre Trypanosoma lewisi. A 'heurc actuelle, il n’cxiste pas
malheurcusement de milieu de culture donnant des résultats vrai-
ment constants pour les Trypanosomes pathogénes et pratique-
ment ils sont restés incultivables.

Nous avons donc songé a obtenir tout an moins le début de
I'évolution culturale de facon a rendre les Trypanosomes vulné-
rables aux anticorps existant dans le sang des animaux infectés a
la derniére période de la maladie (Rats, Souris) ou au moment des
crises trypanolytiques (Cobaye), réalisant ainsi une sorte de sensi-
bilisation du Trypanosome tué par I'action des anticorps.

Nous avons cherché en augmentant in vitro la concentration en
ions H de sang de Souris infecté de nagana a reproduire les phé-
nomeénes que nous avions observés avec le Trypanosoma rofaio-
rinm.

Dans ce but nous avons additionné le sang de Souris nagané, pré-
levé 4 la derniére péricde de la maladie au moment ou il fourmille
de Trypanosomes, d'un systéme « régulatcur » constitué par un
mélange en proportion déterminée de phosphates mono ct bibasi-
que d’alcali de maniére 4 amener et 4 maintenir ce sang 4 une con-
centration en ions H déterminée. Nous savons, cn effet, que de
pareils mélanges ont la propri¢té d’amortir les variations de réac-
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tion d’'un milieu et de les rendre trés faibles, pour des additions
ménagées mais relativement considérables de bases ou d’acides, de
la le nom de « tampons » qui leur fut donné par Fernbach et
Hober (1900) qui les premiers ont montré leur importance dans
les aclions diastasiques. Dénomination reprise ensuite en 1909 par
Sorensen dans son travail classique sur I'importance de la concen-
tration en ions H dans les réactions enzymatiques. La courbe
reproduite iei montre pour les solutions de phosphales la zone
ou elles sont susceptibles d’amortir le plus efficacement les varia-
tions de réaction. Nous remarquons que c’est précisément dans la
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FiG. 6. — Courbe de la concentration en ions H pour les mélanges
de phosphates de Sirensen

zone comprise entre pH 6 et 7,0 que leur action est la plus mar-
quée et c'est A cette concentration en ions H que dans nos expe-
rienees le Trypanosoma rolatorium a montré la plus grande sen-
sihilité 4 Daction lytique des anticorps.

Pour établir nos mélanges sang nagané-solutions tampons, deux
alternalives étaient possibles : soit metire les sels sous un volume
relativement faible en solution isotonique et les utiliser en concen-
tration relativement élevée : soit diluer le sang dans une assez
grande quantité d'une solution isotonisée par le chlorure de sodium
et & teneur moindre en phosphates. C’est au premier procédé que
nous nous sommes arrétés aprés expérimentation, comme donnant
les meilleurs résultals,

Nous utilisons pour préparer notre solution les phosphates trés
purs préparés selon Sorensen pour la mesure colorimétrique de la
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concentration en ions H el en les dissolvant dans un vase en verre
non soluble dans les proportions suivantes :

Phosphate monopotassique (Po'K H*) ............ 1 gr. 80
Phosphate bisodique (Po'Na* H 2 HO) ......... . 0 gr. 20

Eau bidistillée

EBudin

F16. 7. — Sang de souris immunisé contre le nagana en mélange i volumes €gaux
avee du sang citraté de souris naganée. Agglutination persistante du Trypanosoma
brueei. Coloration blen Borrel éosine de Laveran. Gross., 1.300 diamétres., |

| Cette solution est répartie par fraction de 2,5 ce. dans des tubes
l a essais bouchés 4 I'ouate et stérilisée & 'autoclave vingt minutes
I a 115°.

Une Souris arrivée au terme ultime de I'infection & T'rypanosome
brucei est sacrifiée par strangulation et le sang du coeur aspiré en
I totalité dans une pipette avec toutes les précautions d’asepsie vou-
J lues, soit généralement 0.5 cc. Ce sang est immédiatement mélangé
dans le tube avec 2,5 ce. de la solution et le tout est abandonné 20
a4 24 h. & une température de 20°,
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Au bout de ce laps de temps, les globules ¢t les Trypanosomes
sédinentés sont remis en suspension par agitation et le vacein est
prét a élre utilisé,

Une précaution essentielle consiste 4 prélever le sang trypano-
somé a la période ultinme de la maladie, 1o plus prés possible de la
mort.

Nous employons pour les Souris le vacein 4 la dose de 1/10 de
¢c. en injection dans le péritoine. Aucune réaction ne peut cétre
observée ni immédiatement ni plus tard. Déja 4 4 5 jours aprés
cette unique injection, le sang des Souris vaccindes en mélange
avec une tracce de sang nagané¢ montre un pouvoir agglutinant avec
formation de belles rosaces plus ou moins persistantes, il devient
aussi souvent paralysant. Les Souris vaccindes éprouvées 8 a 10
jours aprés par inoculation sous-cutanée de 1/20 de cc. d’une
dilution de sang de Souris nagané dans ean physiologique ct pré-
sentant environ 4 Trypanosomes par champ d’objectif 4 immer-
sion, résistent dans une forte proportion variable suivant Page des
souris (les jeunes s’immuniscnt plus facilement que les vieilles)
et qui peut atteindre 70 0/0, les aulres meurent avee des retards
variables de 4 4 8 jours sur les témoins qui meurent 5 4 6 jours
aprés l'inoculation.
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es cultures de Trypanosomes obtenucs par
Novy Mac-Neal dans le milieu gélosc-sang, on n’avait apporté a la
technique de ces auteurs que de trés légtres modifications, le déter-

minisme exact de I'évolution culturale des Trypanosomes restant

inconnu.

1.’étude d’un Try
sum incultivable dans 1
variantes proposées par les auteurs,
que pour tout un groupe de Trypanosomes (ceux ftransmis par
Hirudinées) le déterminisme de la culture est lié a I'hypotonie du
milieu, Trypanosoma granulosum étant Pespéce qui avec le Try-
de la grenouille présentent ce ca ractére an

Depuis les premiér

panosome de poissons, Trypanosoma granulo-
e milieu type de Novy Mac-Neal et dans les
nous a permis de démontrer

panosome pathogéne
plus haut degré.

11

1sétude du déterminisme de culture du Trypanosoma rotatorium
nous a moniré que pour un autre groupe de Trypanosomes (les

ransmis par Arthropodes) c’est augmentation de

Trypanosomes t
la concentration en ions H qui détermine Pévolution eulturale.

) 11

En partant de I'observation des phénomeénes de lyse qui se pro-
duisent au cours de I'évolution cullurale des Trypanosoma rolato-
rium, quand on augmente in vitro la concentration en ions H du
sang de grenouille parasitée, nous avons montré que le maximum
de sensibilité du Trypanosome auX anticorps existe au début de
cette évolution. Nous avons essayé de transformer in vitro en
sacein le sang de mammifére infecté de Trypanosome pathogéne
(Tr. brucei) en augmentant sa concentration en ions H. Ce procédé,
a donné des résultats intéressants sur la souris, seul ani-
nous semble mériter d’¢ire
oles ou nomn.

qui. nous
mal sur lequel nous ayons expérimenté,

perfectionné ct étendu 4 d’autres parasites sanguic
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